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Abstract  
Biological methods that use enzymes and microorganisms as cleaning agents represent a potential 
alternative to traditional restoration methods which can provide good results, but unfortunately not 
without drawbacks.  
The aim of the PhD project is to develop a non-invasive method of cleaning for archive and library 
materials suffering from deterioration caused by fungal pigments. 
In order to reproduce the different biological damages caused by fungi on paper, a series of “spot-
tests” were prepared by inoculating  three fungal species: Aureobasidium pullulans, Aspergillus 
terreus and Eurotium chevalieri, on  three different papers: Mezzofino, Perusia and Whatman. 
Afterwards, the capacity of an enzyme mixture (chitinase, lipase and protease) to remove the fungal 
spots was tested. Following the application of the enzymes on the paper samples inoculated with A. 
terreus and E. chevalieri, there was a visible reduction of the fungal damage, as shown by 
colorimetric data.  Conversely, the enzymatic treatment of the melanic stain caused by A. pullulans 
caused the darkening and the widening of the spot, probably due to the hypae breakage and to the 
subsequent release of the melanic pigment. 
Therefore  a different  approach  based  on  the  application  of  bacterial  cells was experimented on  
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melanic stain caused by A. pullulans. The tested bacterial strains belong to the ENEA-Lilith 
microbial collection of the Laboratory of Environmental Microbiology and Microbial 
Biotechnology (ENEA Casaccia-Rome) that include environmental strains from different matrices, 
as contaminated and archeological sites. The strains were selected for chitinolytic activity, in order 
to be exploited for the fungal hypae breakage, and/or ligninolytic activity for the degradation of 
melanic pigment. Nine strains were selected: UI5 Serratia ficaria, MCC-Z Flavobacterium sp., 
CONC12 Pseudomonas stutzeri, UI28 Bacillus cereus UW28 Arthrobacter sp., UW11 
Acinetobacter lwoffii, UI3 Bacillus cereus and H7 Chitinophaga sp., UR2 Streptomyces coelicolor. 
As observed for enzymatic treatments, the application of the bacterial strains caused a significant 
worsening of the melanic stain probably due to the leaching of melanic pigment from the broken 
hypae. Unfortunatly, the desired degradation of melanin was not achieved. 
The examination of the effectiveness of enzymatic and bacterial treatments was carried out by a 
combined approach using different analytical techniques: SEM+EDX to analyze the sample surface 
and to determine any change in the elemental composition of the paper samples; colorimetric 
analysis to evaluate the aesthetic effectiveness of the bio-cleaning; pH measures to constantly 
monitor the paper acidity. 
The esperimental results show that both the enzymatic and the bacterial treatments were effective in 
breaking fungal hyphae but not in degrading melanin. Anyway, the leached melanic pigment can be 
more vulnerable to further treatments necessary to accomplish the biocleaning procedure. 
This PhD work fits into a very large and innovation research context and represents one of the firsts 
attempts in the field of bio-cleaning of paper materials given that previous studies related to the 
ability of bacteria to remove organic and inorganic substances from the archive and library assets 
appear to be almost non-existent. 
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1. INTRODUZIONE 
Ciascun libro porta con sé un messaggio che non è rappresentato solamente da quanto è contenuto 
nel testo, ma anche da tutta la sua complessità materiale. La carta, le filigrane, i pigmenti e gli 
inchiostri, le colle, i cuoi, il tipo di cucitura della legatura: tutti quegli elementi del libro, che 
costituiscono una testimonianza dell’ingegno umano non devono andare perduti. Affinché ciò sia 
fattibile è necessario considerare tutti gli aspetti della conservazione e del restauro, da quello storico 
a quello scientifico, senza trascurare quello estetico, ed è opportuno fare ogni sforzo possibile per 
conservare i materiali librari nella loro completezza. 
 
I manufatti cartacei sono costituiti fondamentalmente da sostanze organiche che rappresentano un 
potenziale substrato di sviluppo  per determinate categorie di agenti biologici che hanno una 
spiccata attività degradativa. Si tratta principalmente di organismi eterotrofi che utilizzano le 
sostanze organiche quale fonte di carbonio ed azoto e sono per la maggior parte aerobi, cioè 
necessitano di ossigeno per il loro metabolismo. I microrganismi sono in grado, quindi, di innescare 
fenomeni di biodeterioramento che può essere definito come l’insieme dei processi di natura fisica e 
chimica indotti dalla crescita di organismi che, trasportati principalmente dall’aria, si depositano 
sulle superfici delle opere d’arte causandone alterazioni (Caneva et al., 2005). Oltre alla 
deposizione del materiale biologico su un substrato idoneo, i fenomeni di biodeterioramento 
dipendono anche dalla concomitanza di vari fattori che, in linea generale, sono rappresentati dalla 
quantità e qualità dei contaminanti microbici che vengono a contatto con le opere d’arte, dalle 
condizioni ambientali che permettono la crescita biologica e dalla tipologia dei materiali oggetto di 
conservazione.  
Inoltre la particolarità delle reazioni causate dai microrganismi è che esse non si arrestano al 
raggiungimento delle condizioni di equilibrio, come avviene per le reazioni chimiche, in quanto i 
prodotti che si formano vengono utilizzati come nutrienti da altre specie in una catena alimentare 
sempre più complessa. 
 
L’insieme dei processi metabolici dei funghi rappresenta una delle maggiori problematiche nella 
conservazione del materiale cartaceo per la molteplicità di tipologie di danno che sono in grado di 
provocare. Innanzitutto questi microrganismi utilizzano i costituenti base dei supporti quali 
cellulosa, emicellulose, lignina ecc. come fonte di nutrimento, trasformandoli in molecole più 
semplici ed assimilabili. L’azione di degradazione viene svolta attraverso la produzione di un 
sistema di enzimi (eso-β-glucanasi, endo-β-glucanasi e β-glucosidasi) noti come complesso della 
cellulasi, che idrolizzano la cellulosa producendo zuccheri. Le emicellulose vengono idrolizzate 
dalla maggior parte dei funghi attraverso la produzione di emicellulasi, mentre la lignina, che 
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rappresenta la componente più resistente al deterioramento, viene idrolizzata principalmente 
attraverso tre enzimi fungini: la lignina-perossidasi, la manganese-perossidasi e la laccasi (Caneva 
et al., 2005). Gli effetti della decomposizione operata dai funghi sono spesso chiaramente visibili: la 
carta perde struttura e diventa soffice e spugnosa (Price et al., 1994), arrivando a volte ad una 
distruzione sostanziale di essa. Oltre al danno di tipo strutturale, i funghi sono responsabili di 
alterazioni cromatiche dovute alla formazione di macchie che presentano caratteristiche varie sia 
per forma che per colore. I pigmenti riscontrati possono essere classificati in endopigmenti, che 
conferiscono un colore agli organismi, ed esopigmenti (flavonoidi, chinoni e melanine), che 
vengono secreti nell’ambiente circostante. La funzione biologica di numerosi pigmenti fungini non 
è ancora nota; alcuni di essi agirebbero da filtro contro le radiazioni luminose nocive, altri sarebbero 
dotati di proprietà antibiotiche (Frisvad et al., 2008). Inoltre la loro produzione è influenzata dalle 
caratteristiche ambientali, quali disponibilità di nutrienti, reazione del mezzo (pH), luce e 
temperatura (Caneva et al., 2005). 
L’alterazione prodotta può essere di varia entità, ma trattandosi di manufatti di interesse artistico la 
presenza di macchie risulta comunque dannosa e può compromettere gravemente la corretta lettura 
dell’opera d’arte. Infine bisogna considerare l’attacco fungino a carico di quei materiali quali 
collanti, pigmenti, riempitivi (fillers), inchiostri e residui organici ed inorganici della manifattura 
che pur facendo parte del materiale non ne rappresentano l’elemento principale, ma il cui processo 
di degradazione può portare alla perdita di alcune caratteristiche peculiari del supporto stesso 
(Caneva et al., 2005). 
La rimozione delle macchie fungine e del micelio stesso dalla carta rappresenta quindi un passaggio 
importante nelle operazioni di restauro e di conservazione, sia per permettere una migliore fruizione 
dell’opera, sia per garantire le condizioni igieniche idonee alla conservazione. Le tecniche, 
prevalentemente di tipo chimico o meccanico, utilizzate fino ad oggi in questo ambito non hanno 
portato a risultati soddisfacenti o comunque, pur eliminando il problema, non possono essere 
applicate per i danni che nell’immediato o nel tempo provocano al materiale (Santucci et al., 1984-
85; Szczepanowska et al., 1992; Sterlini, 1995).  
 
Negli ultimi decenni, la ricerca scientifica ha giocato un ruolo importante nello studio dei processi 
di restauro, conservazione e valorizzazione del patrimonio culturale; oggi la scena è dominata dalle 
biotecnologie, ossia l’applicazione di tecnologie che utilizzano sistemi biologici, organismi viventi 
e loro prodotti, per creare o modificare prodotti o processi per uno specifico impiego (Convenzione 
sulla Diversità Biologica - Nazioni Unite del 1992). Le metodologie biotecnologie hanno permesso 
di migliorare e sviluppare nuove tecniche diagnostiche sia per la rilevazione e l’identificazione dei 
microrganismi, sia per approfondire il loro ruolo nei processi di deterioramento dei beni culturali 
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(Fernandes et al., 2006). Questo nuovo approccio ha anche messo in evidenza la possibilità di 
sfruttare l’attività microbica per migliorare le condizioni delle opere d’arte deteriorate, con un 
effetto di biorestauro. Il biorestauro si adatta a due tipi di applicazioni: il bioconsolidamento, 
mediante il quale gli organismi coinvolti nel processo di mineralizzazione vengono utilizzati per il 
consolidamento di monumenti in pietra, e la biopulitura, che impiega cellule batteriche vitali ed 
enzimi per rimuovere patine organiche o inorganiche deturpanti le opere d’arte (Palla et al., 2006). 
Infatti, i microrganismi mostrano enormi potenzialità come strumenti per l’induzione di 
trasformazioni chimiche sia perché utilizzano il substrato come fonte di carbonio e azoto sia perché 
rilasciano enzimi nell’ambiente circostante. 
 
L’importanza delle biotecnologie nel campo dei beni culturali è testimoniata dallo sviluppo di 
diversi progetti in Europa negli ultimi 20 anni basati su un approccio multidisciplinare e finalizzati 
alla conservazione ed al restauro sia di manufatti organici che inorganici 
(http://ec.europa.eu/research). 
Di seguito vengono elencati gli obiettivi di alcuni progetti finanziati negli ultimi anni dalla 
Comunità Europea. 
Uno dei principali obiettivi di BACPOLES (Preserving cultural heritage by preventing bacterial 
decay of wood in foundation poles and archaeological sites), ad esempio, è stato quello di fornire le 
conoscenze di base sugli effetti della degradazione batterica su legno conservato in diverse 
condizioni ambientali, come le fondamenta ed i resti archeologici. Un altro problema è stato quello 
di proteggere il legno immerso in acqua contro la carie batterica sviluppando nuovi metodi di 
conservazione. 
L’obiettivo fondamentale di BIOBRUSH (Bioremediation for building restoration of the urban 
stone heritage), invece, è stato quello di fornire uno strumento biotecnologico efficace ed ecologico 
da impiegare nella conservazione e nel restauro dei materiali lapidei sottoposti a diverse condizioni 
climatico/ambientali. Le metodologie biotecnologiche sono state impiegate principalmente per la 
rimozione di sostanze organiche deturpanti e per il consolidamento della pietra mediante 
biocalcificazione. 
BIODAM (Inhibitors of biofilm damage on mineral materials) si è posto come obiettivo lo sviluppo 
di prodotti di conservazione e metodologie per inibire la formazione di nuovi biofilm sui materiali 
lapidei trattati e valutare l’efficacia dei trattamenti nonché la loro tossicità nei confronti degli 
operatori che dell’ambiente. Inoltre il progetto si prefiggeva lo scopo di stabilire l’applicabilità di 
questi metodi in sostituzione, o in aggiunta, ai biocidi industriali tradizionalmente utilizzati. 
Un altro progetto importate è stato il BIOREINFORCE (Biomediated calcite precipitation for 
monumental stones reinforcement) mirato allo sviluppo di una nuova metodologia per la 
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conservazione dei monumenti mediante processi di biomineralizzazione. Questi strumenti sono stati 
applicati per sviluppare un trattamento di calcite utilizzando batteri (Bio-Mediate calcite Treatment 
- BMT) e valutando la loro efficacia nel rafforzamento della pietra a seguito di nuove precipitazioni 
di calcite all’interno della porosità del materiale. La crescita di questi nuovi cristalli è avvenuta 
grazie ad un processo di mineralizzazione mediato da bioinduzione di soluzioni macromolecolari 
(Bio-Inducing Macromolecules Solutions - BIMSs). 
CATS (Cyanobacteria attack rocks: control and preventive strategies to avoid damage caused by 
cyanobacteria and associated microorganisms in Roman hypogean monuments) è un altro esempio 
di progetto europeo nato con lo scopo di capire meglio i processi di biotrasformazione e 
biodecadimento di substrati litici causati dalla crescita di biofilm di cianobatteri in ambienti ipogei, 
e di valutare l’applicabilità di una strategia a due fasi (fisica e biotecnologica) per ridurre ed inibire 
la crescita di microrganismi fototrofi ed eterotrofi che causano gravi danni, soprattutto a superfici 
calcaree. 
Infine è stato realizzato il network COALITION (Concerted action on molecular microbiology as an 
innovative conservation strategy for indoor and outdoor cultural assets) che aveva lo scopo di 
fornire, in primo luogo, una revisione delle attuali conoscenze sia sulla biologia molecolare che 
sulle tecniche di biotecnologia adatte alla diagnosi di problemi di biodeterioramento e, in secondo 
luogo, di fornire agli scienziati, conservatori, restauratori e agli utenti finali, a livello comunitario e 
nazionale, un migliore accesso alle informazioni ed ai risultati finora ottenuti in tale ambito 
(Chapuis et al., 2009). 
 
Il presente Progetto di Dottorato ha come scopo lo studio di un metodo non invasivo di pulitura dei 
materiali archivistici e librari affetti da alterazioni cromatiche provocate dalla colonizzazione 
fungina. In questo contesto, le biotecnologie possono supportare o sostituire i tradizionali metodi di 
conservazione e restauro quando questi si rivelano inefficaci o pericolosi per l’opera d’arte, 
l’operatore e/o l’ambiente. 
Dall’analisi della letteratura specifica, numerosi sono gli studi circa la capacità degli enzimi di 
rimuovere sostanze organiche ed inorganiche dai materiali archivistici e librari. Quasi inesistente, 
invece, risultano essere gli studi condotti finora sulla capacità dei microrganismi di rimuovere le 
macchie fungine dai supporti cartacei.  
Pertanto il presente lavoro si inserisce in un contesto di ricerca molto ampio, innovativo e 
all’avanguardia, focalizzandosi sulla valutazione dell’efficacia di trattamenti enzimatici e batterici 
per la biopulitura di supporti cartacei con lo scopo di rimuovere sia il materiale fungino che le 
alterazioni cromatiche da esso provocate.  
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Il progetto di ricerca è stato svolto presso l’Istituto Centrale per il Restauro e la Conservazione del 
Patrimonio Archivistico e Librario (Laboratorio di Biologia, di Fisica e di Restauro) in 
collaborazione con l’Agenzia Nazionale per le Nuove Tecnologie, l’Energia e lo Sviluppo 
Economico Sostenibile (ENEA - Laboratorio di Microbiologia Ambientale e Biotecnologie 
Microbiche dell’Unità di Caratterizzazione, Prevenzione e Risanamento Ambientale). 
 
La sperimentazione si è articolata in quattro fasi principali. Una prima fase dedicata alla 
preparazione di una serie di colture con tre specie fungine: A. terreus, A. pullulans ed E. chevalieri, 
differenti per tipo di micelio e pigmentazione, da utilizzare per l’inoculo su frammenti cartacei per 
la riproduzione di diverse tipologie di macchie. Inoltre sono state selezionate tre carte: Mezzofino, 
Perusia e Whatman, diverse per caratteristiche e composizione, in modo da poter valutare la 
variabilità dell’attacco fungino in base al substrato di crescita e le eventuali differenze nell’efficacia 
dei trattamenti di rimozione delle macchie. I campioni di carta, tal quali ed inoculati con i funghi, 
sono stati caratterizzati mediante microscopia elettronica a scansione corredata di microanalisi, 
analisi colorimetriche e misure di pH indirizzate a documentare l’effetto dell’infezione fungina sulla 
cellulosa e sugli altri componenti dei supporti cartacei.  
Nella seconda fase si è proceduto all’applicazione di diversi trattamenti enzimatici sulle macchie 
fungine riprodotte su provini cartacei. Gli enzimi, scelti prendendo in considerazione le 
caratteristiche fisico-chimiche delle differenti tipologie di macchia (“macchie-test”), sono stati 
impiegati singolarmente o in combinazione. La sperimentazione ha previsto l’impiego di lipasi, 
proteasi e chitinasi per agire sia sulle ife fungine atte all’ancoraggio al supporto cartaceo 
provocandone il distacco (Florian, 2002; Caneva et al., 2005; De Mico et al., 2009; Tavzes et al., 
2009; Rojas et al., 2009) sia sulla parete cellulare del fungo, costituita principalmente da chitina, 
liberando il pigmento ivi contenuto (Florian, 2002; Caneva et al., 2005). In questo modo il 
problema si è spostato sulla ricerca di metodi biologici atti alla rimozione sia degli esopigmenti 
rilasciati dai funghi A. terreus ed E. chevalieri che dal pigmento melanico rilasciato sul supporto 
cartaceo a seguito della rottura delle strutture fungine dell’A. pullulans. 
Nella terza fase è stato sperimentato un diverso approccio di pulitura basato sull’impiego di cellule 
batteriche vitali. Come nel caso dei trattamenti enzimatici, l’attenzione è stata rivolta verso ceppi 
batterici proteolitici e chitinolitici al fine di ottenere il distacco delle ife fungine o la loro apertura. 
Ciò ha comportato, successivamente, la ricerca di ceppi batterici in grado di attuare un processo di 
degradazione nei confronti delle melanine, liberate a seguito dell’apertura delle cellule fungine, 
mediante attività enzimatica ligninolitica (AA.VV., 2010; Desai et al., 2011; Le Roes-Hill et al., 
2011; Imran et al., 2012). La ricerca è stata effettuata sulla base degli studi finora condotti sui 
funghi della carie bianca (white rot fungi) capaci di degradare sia la lignina che la cellulosa 
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coinvolgendo l’intera struttura del legno. Essendo le caratteristiche chimico-fisiche della melanina 
molto simili a quelle della lignina, si è ipotizzato di poter ricercare quei batteri aventi caratteristiche 
simili a quelle dei white rot fungi, ovvero complessi enzimatici ligninolitici potenzialmente capaci 
di rimuovere i pigmenti melanici (Desai et al., 2011; Dhillon et al., 2012; Plačková et al., 2012; 
Hariharan et al., 2013). 
La selezione di batteri competenti è stata rivolta esclusivamente a ceppi ambientali ed ha riguardato 
batteri presenti nella collezione ENEA-Lilith del Laboratorio di Microbiologia Ambientale e 
Biotecnologie Microbiche (ENEA Casaccia-Roma), quali UI5 Serratia ficaria, MCC-Z 
Flavobacterium sp., CONC12 Pseudomonas stutzeri, UI28 Bacillus cereus, UW28 Arthrobacter 
sp., UW11 Acinetobacter lwoffii, UI3 Bacillus cereus e H7 Chitinophaga sp., ed un ceppo della 
specie Streptomyces coelicolor (UR2) appartenente alla collezione ceppi dell’Università Friedrich 
Schiller di Jena (Germania). Chiaramente è stato opportuno escludere i microrganismi patogeni o, 
in qualche modo, nocivi per i materiali che si vogliono pulire e i ceppi sporigeni, cioè capaci di 
sopravvivere in forma di spora quiescente anche dopo lunghi intervalli di tempo. 
I ceppi batterici selezionati per la sperimentazione sono stati saggiati per verificare la loro attività 
cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica. L’attività cellulosolitica è stata ricercata al fine di 
escludere tutti quei batteri in grado di attuare un processo di degrado dei materiali cartacei. Il test 
per l’attività proteolitica ha permesso, invece, di individuare quei ceppi batterici che, impiegati per 
la biopulitura, sarebbero in grado di rompere il legame tra il fungo ed il substrato cartaceo a cui il 
fungo si ancora attraverso sostanze proteiche. Il test per l’attività chitinolitica ha avuto lo scopo di 
studiare la capacità dei microrganismi di degradare la chitina, la componente strutturale 
fondamentale della parete cellulare fungina, attraverso l’attività degli enzimi chitinolitici. 
Infine, è stata analizzata la produzione di enzimi ligninolitici da parte dei batteri scelti, attraverso la 
decolorazione di diversi coloranti azoici. Il test è stato realizzato utilizzando piastre Petri contenenti 
quattro coloranti azoici: Orange G, Congo Red, Amido Black ed Acido Tannico (Selvam, 2003). 
Le prove di pulitura mediante l’impiego dei batteri sono state effettuate su campioni di carta “vivi”, 
cioè inoculati con il fungo, e “morti”, ovvero campioni inoculati e sottoposti a sterilizzazione in 
autoclave al fine di uccidere l’A. pullulans. I campioni hanno subito un trattamento batterico con tre 
tempi di posa differenti: 24h, 48 h e 7gg. Infine, metà campioni, sia “vivi” che “morti”, sono stati 
poi sottoposti a delle prove di lavaggio con un tensioattivo (Tween 40 all’1%) per eliminare sia 
eventuali depositi fungini superficiali sia possibili tracce del terreno utilizzato nel trattamento. Si è 
ricorso all’utilizzo del tensioattivo poiché agente emulsionante in grado di facilitare la rimozione 
del materiale superficiale. 
L’ultima fase ha previsto la valutazione dell’efficacia delle prove di biopulitura, enzimatica e con 
batteri vitali, confrontando i risultati con quelli ottenuti con metodi di pulitura tradizionali,  
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meccanici e chimici, descritti in letteratura per la rimozione delle macchie fungine da carta 
(Santucci et al., 1984-1985; Copedé, 1991; Szczepanowska et al., 1992; Szczepanowska et al., 
1994; Florian, 2000; Caneva et al., 2005). 
E’ stata impiegata la microscopia elettronica a scansione per l’analisi della superficie dei campioni e 
la microanalisi per determinare l’eventuale cambiamento della composizione elementale dei 
campioni di carta; le analisi colorimetriche hanno consentito di studiare, in termini quantitativi, i 
cambiamenti nei parametri che definiscono il colore di tutti i campioni utilizzati nella 
sperimentazione al fine di valutare in maniera oggettiva l’efficacia estetica delle prove di 
biopulitura; il monitoraggio del pH ha consentito di valutare costantemente le condizioni chimiche 
di lavoro in modo tale da determinare la nocività o meno dei trattamenti nei confronti del materiale 
cartaceo. 
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2. BIODETERIORAMENTO E RESTAURO DEI MATERIALI CARTACEI 
2.1 La carta ed i biodeteriogeni 
2.1.1 Struttura, composizione e fabbricazione della carta 
 La carta, uno dei più antichi materiali realizzati dall’uomo, è costituita da cellulosa e da altre 
sostanze quali lignina, emicellulose, pectine, cere, tannini, proteine e costituenti minerali. La natura 
e la quantità di questi composti è variabile in funzione delle caratteristiche delle materie prime 
utilizzate e dei processi di manifattura adottati. La cellulosa è un polisaccaride formato da un gran 
numero di molecole di glucosio (300÷4.000 unità circa) unite tra loro da legami β-1→4 glucosidici 
ed ogni unità di base ripetuta viene definita cellobiosio (Fig. 1). 
 
 
Figura 1. Struttura chimica del cellobiosio: unità costitutiva della cellulosa. 
 
Le catene di cellulosa sono fra loro legate chimicamente in fasci che danno vita a zone ben diverse: 
-  cristalline, compatte ed altamente resistenti a idrolisi chimiche o fisiche;  
-  amorfe, libere e distanti con orientazione disordinata (Fig. 2). 
 
 
Figura 2. Struttura dei fasci delle catene polimeriche della cellulosa. 
 
La cellulosa si ricava per la maggior parte dal legno di tronchi di pioppi, gelsi, eucalipti, pini, abeti, 
faggi, larici, ecc.. Altre materie prime, che per secoli hanno costituito le sole fonti per la produzione 
delle paste cellulosiche per carta, sono stati gli stracci di cotone, canapa e lino, la paglia e, 
attualmente, la cosiddetta cartaccia a base di scarti di carta. Il legno, che rappresenta la principale 
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materia prima per la produzione della cellulosa, deve essere trattato in modo da separare le fibre 
cellulosiche dagli altri costituenti quali: 
-  la lignina, un polimero tridimensionale molto complesso composto di alcoli aromatici legati 
da vari tipi di legami tra atomi di carbonio. La lignina è una molecola particolarmente 
resistente tanto che solo alcuni funghi e pochissimi batteri possono decomporla; 
-  le emicellulose, includendovi sostanze pectiche ed etero-polisaccaridi vari, sono 
polisaccaridi scarsamente solubili e strettamente associati alla cellulosa. La maggior parte 
dei batteri e dei funghi è in grado di idrolizzarle mediante esoenzimi detti emicellulasi. 
In aggiunta a cellulosa, lignina ed emicellulose, la carta contiene altre componenti che conferiscono 
caratteristiche particolari richieste dall’uso specifico. Tra le sostanze aggiunte si riscontrano: il 
collante, che ha lo scopo di limitare la rapidità di assorbimento degli inchiostri liquidi da parte della 
carta impedendo il loro spandimento e la penetrazione attraverso tutto lo spessore del supporto; le 
cariche minerali, generalmente di colore bianco, che fungono sia da riempitivi dei pori della carta 
creando una superficie più liscia e più bianca sia da opacizzanti migliorando la lettura del testo; i 
coloranti, che conferiscono alla carta una colorazione stabile e distribuita uniformemente nello 
spessore del foglio (Caneva et al., 2005). 
 
Nel corso dei secoli la fabbricazione della carta ha subito continui cambiamenti rispetto sia alle 
fibre vegetali che ai processi di fabbricazione. Si possono delimitare due caratteristici periodi storici 
nella fabbricazione della carta: il primo precedente ai primi anni del XIX secolo ed il secondo 
successivo, fino ai giorni nostri. Lo spartiacque è determinato dall’inizio della fabbricazione della 
carta per mezzo di macchine (carta moderna, fatta con pasta di legno ottenuta meccanicamente) 
invece che a mano (carta antica). La materia prima utilizzata per la carta prodotta manualmente era 
rappresentata da pura cellulosa ricavata da stracci principalmente di cotone, lino e canapa. La 
preparazione delle paste di legno, invece, avviene attraverso tre tipologie di processo che producono 
rispettivamente: 
- paste meccaniche, ottenute per semplice sfibratura meccanica dei tondelli di legni poveri di 
resine ed è per questo che in essa rimangono tutte le sostanze insolubili presenti 
originariamente nel materiale. La carta prodotta con questo tipo di pasta è sicuramente più 
economica, ma ha una qualità decisamente più scadente, ingiallisce facilmente ed è 
altamente degradabile; 
- paste meccano-chimiche o semichimiche, ottenute attraverso un processo di indebolimento 
del legame tra le fibre del tessuto legnoso mediante un blando trattamento chimico del legno 
di conifera e latifoglia, ed in un completamento della sfibratura realizzato meccanicamente; 
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- paste chimiche, anch’esse ricavate dal legno di conifere e latifoglie, ma in questo caso il 
trattamento termochimico a cui è sottoposto il materiale è completo e comporta una totale 
eliminazione di lignina ed emicellulose. La carta costituita da cellulosa pura è chimicamente 
molto più resistente nel tempo rispetto alle carte contenenti anche lignina poiché i processi 
chimici hanno lo scopo di solubilizzare la lignina e le componenti incrostanti lasciando 
intatta la cellulosa. 
Tutte le paste cellulosiche grezze sono più o meno scure e pertanto sono sottoposte al trattamento 
sbiancante o di candeggio che comporta una decolorazione delle sostanze estranee od una loro 
eliminazione con processi chimici. La formazione del foglio, a partire dall’impasto raffinato e 
opportunamente addizionato, si compie in macchine da carta continue nelle quali possono essere 
impartiti determinati caratteri al foglio che permettono agli esperti di riconoscere le carte antiche da 
quelle moderne per le diverse caratteristiche (AA.VV., 2002).  
 
2.1.2 Il biodeterioramento: caratteristiche dei danni di origine microbica 
 Il biodeterioramento può essere definito come un qualsiasi cambiamento indesiderato nelle 
proprietà di un materiale, causato dall’attività vitale degli organismi (Caneva et al., 2005). Tale 
fenomeno si determina non appena le condizioni microclimatiche, in particolare temperatura ed 
umidità relativa, diventano favorevoli alla crescita dei microrganismi che agiscono a livello 
chimico, fisico o meccanico (Berthelin, 1983; Eckhardt, 1985; Allsopp et al., 2004). I danni che gli 
agenti microbici arrecano ai materiali cartacei possono assumere aspetto e gravità diversi e sono 
essenzialmente riconducibili ad: 
- alterazioni cromatiche provocate da pigmenti ed essudati che possono essere classificati in 
endopigmenti, in grado di conferire un colore agli organismi essendo legati ad alcune strutture 
cellulari (micelio e spore fungine), ed esopigmenti secreti nell’ambiente circostante. Ciò porta alla 
formazione di macchie che presentano caratteristiche molto varie dal punto di vista del colore, della 
forma e della dimensione; 
- alterazioni strutturali delle componenti di base dei materiali causate da particolari enzimi, quali 
cellulasi, proteasi, lipasi, ecc., e si manifestano con la fragilità dei materiali che, a volte, porta alla 
loro distruzione. Generalmente questa tipologia di danno si verifica negli stadi più avanzati 
dell’infezione e rappresenta quella più devastante; 
- alterazioni delle componenti additive essenziali poiché, in alcuni casi, i microrganismi si 
sviluppano a spese di particolari sostanze che, pur facendo parte del materiale, non ne costituiscono 
l’elemento principale (collanti, plastificanti, antiossidanti, ecc.). Ciò porta alla perdita di 
caratteristiche peculiari del supporto che, talvolta, diviene inutilizzabile (Gallo, 1992; Caneva et al., 
2005) (Fig. 3). 
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Figura 3. Immagini relative alle diverse tipologie di danno causate da fenomeni di biodeterioramento: 
a. alterazioni cromatiche diffuse presenti sull’intera superficie dell’Autoritratto di Leonardo; 
b. distacco della coperta dal corpo del Manoscritto Vat. Lat. 10404; 
c. distacco della foglia d’oro, dilavamento del pigmento azzurro ed alterazioni cromatiche diffuse 
presenti sul Pontificale 492 di Salerno. 
 
Pertanto il biodeterioramento della carta è dovuto essenzialmente all’attività dei microrganismi che 
utilizzano i suoi costituenti (cellulosa, emicellulose, lignina, ecc.) trasformandoli in molecole più 
semplici ed assimilabili ai fini nutrizionali. In particolare, i funghi rappresentano gli agenti di 
degrado più ricorrenti (Tab. 1) in quanto molte specie possiedono una grande capacità di 
adattamento alle condizioni ambientali in cui vengono a trovarsi (Caneva et al., 2005).  
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Tabella 1. Specie fungine e tipi di attività degradativa della carta e dei suoi costituenti 
(Fonte: Caneva et al., 2005). 
Acremonium charticola  B  
Alternaria alternata A   
Alternaria tenuissima  B  
Aspergillus candidus  B  
Aspergillus flavus  B  
Aspergillus fumigatus A   
Aspergillus sydowii   C 
Aspergillus versicoIor  B  
Aspergillus terreus A   
Aspergillus wentii  B  
Aureobasidium pullulans   C 
Botryotrichum piluliferum   C 
Chaetomium bostrycodes  B  
Chaetomium chartarum A   
Chaetomium elatum  B  
Chaetomium globosum A   
Chaetomium indicum A   
Chrysonilia sitophila  B  
Cladosporium herbarum A   
Doratomyces stemonitis A   
Epicoccum purpurascens   C 
Eurotium herbariorum   C 
Fusarium culmorum A   
Fusarium solani A   
Geomyces pannorum   C 
Mariannea elegans  B  
Myrothecium verrucaria   C 
Myxotrichum chartarum A   
Myxotrichum deflexum A   
Oidiodendron cerealis A   
Penicillium brevicompactum   C 
Penicillium canescens  B  
Penicillìum citrinum   C 
Penicillium decumbens  B  
Penicillium funiculosum A   
Penicillium luteum A   
 
Segue a pag. 17… 
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… segue da pag. 16. 
 
Penicillium miczynskii B   
Penicillium oxalicum   C 
Penicillium puberulum   C 
Penicillium purpurogenum A   
Phialophora fastigiata   C 
Preussia fleischhakii   C 
Rhodotorula glutinis   C 
Scopulariopsis brevicaulis A   
Sordaria fimicola  B  
Stachybotrys chartarum A   
Trichoderma koningii A   
Trichoderma viride A   
Trichothecium roseum  B  
Ulocladium chartarum  B  
Verticillium tenerum A   
Legenda. A sempre isolati dalla carta, penetrano le fibre e causano la disintegrazione del substrato; 
B spesso isolati dalla carta e causano danni alla tessitura; 
C assimilano solo alcuni specifici componenti della carta (paraffine, polimeri sintetici, cere, gomme, ecc.). 
 
Infatti i funghi occupano praticamente tutti gli habitat terrestri del nostro pianeta con una varietà di 
forme e di specializzazioni spesso incredibili grazie alla capacità di produrre strutture che 
garantiscono la sopravvivenza della specie, tra le quali sclerozi e rizomorfe. Tali strutture 
specializzate, infatti, risultano importanti nei processi di colonizzazione del substrato poiché in 
grado di favorendo l’adesione e la penetrazione dei microrganismi contribuendo al 
biodeterioramento dei manufatti artistici. L’azione meccanica, generalmente, è accompagnata e 
supportata dalla contemporanea interazione chimica col substrato stesso per opera di processi 
metabolici quali produzione di CO2, alcali, acidi inorganici ed organici, enzimi e, soprattutto, 
pigmenti (Gareth Jones, 1994; Deacon, 1997; Jennings et al., 1999; Caneva et al., 2005; Mapari et 
al., 2005; Frisvad et al., 2008). 
 
2.2 Le macchie fungine su carta 
2.2.1 I pigmenti fungini 
 Raramente le colonie fungine piccole ed immature determinano fenomeni di alterazione 
cromatica del materiale infestato. Una volta che le colonie maturano, però, sono in grado di 
elaborare numerosi pigmenti quali flavonoidi (antociani e flavoni) colorati in rosso, blu e violetto, 
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chinoni (naftochinoni, antrachinoni, antraciclinoni, naftodiantroni) di colore variabile e melanine di 
colore bruno-nerastro. 
La funzione biologica dei numerosi pigmenti non è ancora nota. Alcuni di essi agirebbero da filtro 
contro le radiazioni luminose nocive, altri sarebbero dotati di proprietà antibiotiche (Frisvad et al., 
2008). Inoltre la loro produzione è influenzata dalle caratteristiche ambientali quali disponibilità di 
nutrienti (in particolare fonte di C e di N), presenza di metalli nel substrato, pH e capacità tampone 
del substrato, temperatura e luce (Szczepanowska et al., 1992; Nyuksha et al., 1993; Florian, 2000). 
 
In campo alimentare l’utilità dei funghi in grado di produrre pigmenti è stata messa in evidenza da 
studi condotti da Mapari (Mapari et al., 2005) (Tab. 2) e da Dufossé (Dufossé, 2006).  
 
Tabella 2. Pigmenti fungini non carotenoidi potenzialmente utilizzabili come coloranti alimentari 
(Fonte:  Mapari et al., 2005). 
 
 
L’alterazione indotta dai pigmenti può essere più o meno rilevante in funzione del legame che tali 
sostanze stabiliscono con il substrato, ma è evidente che, trattandosi di manufatti d’interesse 
artistico, anche se non si determinano danni strutturali, la presenza di macchie colorate risulta 
comunque sgradita e può compromettere gravemente la corretta lettura dell’opera d’arte (Caneva et 
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al., 2005). Uno dei problemi principali è rappresentato infatti dalla difficoltà d’individuare il 
solvente idoneo per la rimozione dei pigmenti soprattutto dai materiali archivistici e librari.  
Sono stati realizzati diversi studi sui pigmenti fungini e sulle alterazioni cromatiche che descrivono 
la difficoltà di rimozione degli stessi dal supporto cartaceo. I solventi organici hanno dato scarsi 
risultati o comunque, pur eliminando il problema, non possono essere applicate per i danni che 
nell’immediato o nel tempo provocano al materiale (Santucci et al., 1984 e 1985; Szczepanowska et 
al., 1992; Sterlini, 1995). E’ fondamentale, quindi, considerare la solubilità specifica dei pigmenti 
prima di attuare il processo di pulitura. Infatti i pigmenti presenti nei conidi e secreti nell’ambiente 
circostante possono essere solubili in acqua o in solventi polari. Un esempio è dato dagli 
antrachinoni (rosso-bruno) solubili in alcali; carotenoidi (giallo, arancione) solubili in solventi 
grassi; carotenoidi legati alla chitina e solubili in etanolo o acetone; antocianine rosse solubili in 
acqua. La maggior parte dei pigmenti solubili in acqua sono indicatori di pH ed alcuni contengono 
piccole quantità di rame, zinco e ferro. Il pigmento presente nelle ife, invece, è solitamente 
melanina insolubile (Florian, 2000).  
 
Uno studio importante sulla tipologia delle macchie fungine è stato condotto da Florian (Florian, 
2000) ed ha avuto per oggetto 20 libri datati tra il 1568 ed il 1902. Il risultato delle osservazioni e 
delle analisi effettuate ha permesso di classificare le macchie in base alla forma, al colore ed agli 
elementi chimici presenti (Tab. 3). 
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Tabella 3. Classificazione delle macchie fungine in base alla forma, al colore ed agli elementi chimici presenti 
(Fonte: Florian, 2002). 
 
 
 
Macchie fungine irregolari 
 
Comune su carta stracci  
della metà del XIX° sec. 
Contaminazione è avvenuta durante la 
fabbricazione della carta o del libro.  
 
 
Macchie fungine circolari 
 
Occasionalmente riscontrate su carte 
vecchie e/o danneggiate dall’acqua, a causa 
della contaminazione aerea durante l’uso di 
libri o carta. 
 
 
Recenti macchie fungine circolari 
 
Recente contaminazione aerea che mostra 
il colore dei conidi.  
 
 
Recenti macchie fungine irregolari 
 
Recente contaminazione per contatto con 
materiali contaminati o danneggiati 
dall’acqua. Le macchie mostrano il 
colore conidi.  
 
Osservazione Visiva 
 
Di forma irregolare, rosso ruggine, 
uniformemente scolorite. 
Casualmente presente in tutte le parti di una 
pagina e su tutte le pagine di un libro. 
Dimensione varia: da appena visibile a 
grandi aree su una pagina e, di solito, 
migrati alle pagine adiacenti.  
 
 
Macchie color rosso ruggine di forma 
circolare, uniformemente scolorite o 
concentrate nel centro. Il fenomeno si 
verifica più comunemente verso i margini 
della pagina ed è comune su carte 
danneggiate dall’acqua. Le dimensioni sono 
varie e dipendono dalla crescita. In genere 
le macchie migrano verso pagine adiacenti.  
 
Colonia fungina circolare che può avere 
un soffice margine bianco ed una regione 
centrale del colore dei conidi (verde, 
grigio, nero, bianco, ecc.), di dimensioni 
variabili a seconda della crescita. Presenti  
su un lato della pagina. 
 
 
Dimensioni variabili ed aree di forma 
irregolare su tutta la superficie. Possono 
avere crescita superficie ridotta o 
abbondante. Le macchie possono avere il 
colore dei conidi (verde, grigio, nero, 
bianco, ecc.), presenti solo su un lato 
della pagina, nessuna alterazione 
superficie della carta.  
 
Stereomicroscopio 
Nessuna alterazione sulla superficie della 
carta. Strutture fungine superficiali 
raramente osservabili. 
 
Solitamente nessuna alterazione alla 
superficie della carta,anche se sembra 
polverosa e ciò è dovuto alla presenza delle 
colonie fungine. Macchie rare. La 
digestione fungina della cellulosa può 
causare la degradazione delle fibre di carta.  
 
Massa di ife e conidi colorati.  
 
Ridotta o abbondante crescita di funghi 
che assumono il colore dei conidi. La 
carta può essere colorata (rosso, giallo, 
ecc.) dai pigmenti secreti dai funghi.   
Microscopio Ottico 
Presenti alcune ifee, conidi e raramente 
conidiofori. Materiale proteico associato 
alla presenza  di strutture fungine. Le pareti 
cellulari delle fibre di carta, sotto le 
strutture fungine, sono scure in modo non 
uniforme.  
 
 
Numerose strutture fungine. Le pareti 
cellulari delle fibre di carta, sotto le 
strutture fungine, sono scure in modo non 
uniforme. La digestione fungina della 
cellulosa può causare la degradazione delle 
fibre di carta 
 
Abbondanti strutture fungine. La carta 
può essere colorata (rosso, giallo, ecc.) 
dai pigmenti secreti dai funghi. 
Poche o abbondanti strutture fungine. 
Possono essere presenti anche 
ascocarpi e ascospore. 
SEM Isolate strutture fungine.  
 
 
Presenti ifee, conidi e conidiofori, 
raramente ascocarpi o cleistoteci.  
 
Presenti abbondanti ifee, conidi e 
conidiofori. Possono essere presenti 
anche ascocarpi e ascospore. 
Presenti poche o molte ifee, conidi e 
conidiofori. Possono essere presenti 
anche ascocarpi e ascospore. 
EDS Nessuna modifica elementale della carta 
sotto la macchia. 
Nessuna modifica elementale della carta 
sotto la macchia. 
Nessuna modifica elementale della carta 
sotto la macchia. 
Nessuna modifica elementale della carta 
sotto la macchia. 
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Particolare rilievo ha avuto lo studio delle alterazioni cromatiche color ruggine, comunemente note 
come foxing o fox spots in riferimento alla colorazione del manto della volpe rossa (fox in inglese). 
Il foxing è un fenomeno complesso che si manifesta come piccole macchie isolate di differenti 
forme e di color ruggine, bruno e giallo. L’osservazione delle macchie di foxing alla luce 
ultravioletta mette in evidenza una risposta di tipo fluorescente. 
Sulla sua origine da decenni si discute nel mondo scientifico e a tutt’oggi non è stato possibile 
individuarne inequivocabilmente le cause. Le ricerche si sono sviluppate principalmente in due 
direzioni: indagini e sperimentazioni microbiologiche per verificare l’origine biologica delle 
macchie e fornirne una caratterizzazione, studi chimici per stabilire sia i rapporti esistenti tra la 
presenza di elementi metallici (come per esempio il ferro) all’interno della carta e la loro 
ossidazione sia la definizione dei diversi tipi di foxing (Gallo et al., 1989; Florian, 2000 e 2002; 
Arai, 2000; Szczepanowska et al., 2000; Rebrikova et al., 2000; Bicchieri et al., 2001; 
Montemartini Corte et al., 2003). 
Gli studi più recenti e più esaustivi sugli aspetti legati all’ipotesi biologica sono stati condotti da 
Florian (Florian, 2000) ed Arai (Arai, 2000) riuscendo ad isolare dalle macchie esaminate funghi 
xerofili obbligati e funghi xerofìli facoltativi. Inoltre, analizzando gli acidi organici, gli zuccheri e 
gli amminoacidi nelle zone color ruggine dalle quali erano stati isolati i funghi, è stata dimostrata la 
presenza di  acidi organici (fumarico, malico, lattico, acetico); zuccheri (glucosio, cellobiosio, 
cellotriosio, cellotetraosio, cellopentaosio, celloesaosio); vari amminoacidi di cui il più frequente è 
quello γ-amminobutirrico. I funghi xerofili obbligati producono una maggior quantità di acido 
malico e di glucosio rispetto ai funghi xerofili facoltativi. In base a tali risultati il colore ruggine è 
dovuto alle melanoidine, prodotti a seguito della reazione di Maillard che avviene tra gli 
amminoacidi e gli zuccheri formati dai funghi. Gli studi di Florian (Florian, 2000) ed Arai (Arai, 
2000) evidenziano, quindi, inequivocabilmente l’associazione tra fox spots e sviluppo fungino, ma 
certamente non risolvono la questione se il fenomeno foxing sia sempre causato esclusivamente da 
funghi in quanto, in concomitanza, concorrono altri fattori sia fisici (ambientali) che chimici, tutti 
aspetti da considerare nel loro effetto sistemico (Caneva et al., 2005). 
 
Le melanine fungine 
Le melanine sono macromolecole composte da vari tipi monomeri fenolici o indolici ad elevato 
peso molecolare, di colore bruno-nerastro e prodotte da microrganismi, animali, protozoi e piante 
(Urzì et al., 1992; Bilińska, 1996; Butler et al., 1998; Nosanchuk et al., 2003; Tavzes et al., 2009 e 
2013). Una definizione precisa, tuttavia, risulta difficoltosa come testimoniato da Prota (Prota, 
1992) “sebbene test chimici specifici per caratterizzare la melanina siano inesistenti, è possibile 
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identificare almeno  provvisoriamente un pigmento presente in natura di colore marrone o nero 
come la melanina purché esso mostri alcune caratteristiche quali la resistenza ai solventi, lo 
sbiancamento se sottoposto all’azione di ossidanti e la capacità di ridurre direttamente soluzioni 
ammoniacali di nitrato d’argento” (Butler et al., 1998). Secondo Nicolaus (Nicolaus et al., 1964) i 
criteri chimici, generalmente accettati, utilizzati per definire un pigmento fungino quale la melanina 
sono: colore, insolubilità in acqua fredda e calda ed in solventi organici, resistenza alla 
degradazione mediante acidi concentrati impiegati sia a caldo che a freddo, sbiancamento tramite 
agenti ossidanti come perossido di idrogeno e solubilizzazione grazie all’uso di soluzioni alcaline 
calde. Swan (Swan, 1963) aggiunge che la difficoltà di caratterizzare tale polimero deriva anche dal 
fatto che le preparazioni di melanina pura da microrganismi possono essere ottenute solo con 
l’impiego di rigorosi metodi chimici che, probabilmente, sono in grado di modificarne la struttura. 
Finora nessuna tecnica biochimica e biofisica ha consentito la corretta identificazione delle unità 
monomeriche che costituiscono il polimero anche se sono state usate una serie di tecniche di 
indagine che hanno fornito importanti informazioni sulla struttura e sulle proprietà delle melanine 
(Nosanchuk, 2003) quali  ad esempio la spettroscopia IR è un metodo di indagine utilizzato per 
studiare le strutture di melanine naturali e sintetiche. Malama (Bilińska, 1996) descrive in dettaglio 
gli spettri da cui è possibile interpretare le bande dell’Ammide I, Ammide II e Ammide III. Questo 
indica che alcuni pigmenti isolati sono melano-proteine. Le bande vicine a  1700 cm-1 sono 
attribuite al gruppo carbossilico libero COOH-, mentre la banda a 1400 cm-1 è ascrivibile al gruppo 
carbossilico ionizzato COO-. Le bande delle regioni spettrali 1100-1050 cm-1 e 1240-1200 cm-1 
sono attribuite rispettivamente ai gruppi ossidrilico, alcolico e fenolico. Infine si ipotizza che le 
bande della regione 1600 cm-1 siano dovute alle vibrazioni che avvengono sul piano dei legami 
CH=CH (Bilińska, 1996). Tra le varie tecniche di indagine impiegate si annovera la risonanza 
paramagnetica elettronica,  la diffrazione ai raggi X, la spettroscopia UV e nel visibile e la 
risonanza magnetica nucleare (Gonçalves et al., 2012). Questi studi hanno dimostrato che i funghi 
possono sintetizzare diversi tipi di melanine per polimerizzazione ossidativa di composti fenolici o 
indolici. Sintesi, struttura chimica, funzionalità e distribuzione delle diverse melanine fungine sono 
state esaminate da Butler (Butler et al., 1998); mentre questioni in materia di modifiche alla 
struttura della melanina ed i processi chimici che avvengono durante la sua degradazione abiotica 
sono stati proposti e discussi da diversi ricercatori (Blois, 1978; Bell et al., 1986; Koritowski et al., 
1990; Kaim et al., 1994; Jacobson, 2000; Tavzes, 2009 e 2013). 
La via di biosintesi metabolica, che meglio caratterizza le melanine fungine, è rappresentata 
dall’1,8-diidrossinaftalene (DHN) altresì denominata melanina polichetide, anche se alcuni funghi 
sono in grado di sintetizzare sia la L-diidrossifenilalanina (DOPA) che la glutaminil-3,4-
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diidroxybenzene (GDHB). Gran parte delle conoscenze sulle proprietà chimiche di tali polimeri 
deriva da studi condotti su melanine DOPA sintetiche o animali che, a differenza di quelle DHN, 
contengono azoto e gruppi carbossilici. Sebbene le melanine DOPA siano state sottoposte a diverse 
tecniche d’indagine, pochi studi sono stati condotti sulle melanine DHN da cui è emerso che si 
tratta di polimeri con anelli aromatici e gruppi idrossilici disponibili (Bell et al., 1986; Butler et al., 
1998). 
Le melanine DHN sono prodotte a seguito della congiunzione e ciclizzazione di cinque subunità 
chetidi ottenute da cinque molecole acetate mediante una sintesi pentachetide e grazie alla presenza 
di diversi intermediari, secreti attraverso la membrana cellulare nel mezzo circostante anche se in 
parte rimangono nella parete cellulare. Al di fuori della cellula si ossidano o subiscono 
polimerizzazione ossidative da parte di fenolossidasi (Tokousbalides et al., 1979; Siehr, 1981; 
Carlile et al., 1994; Fogarty et al., 1996; Butler et al., 1998). 
Secondo Nicolaus (Nicolaus, 1968) le melanine possono essere divise in tre gruppi: eumelanine, 
feomelanine  ed allomelanine. Le eumelanine, pigmenti neri o marroni contenenti azoto, derivano 
da tirosina, di-idrossifenilalanina (DOPA), dopamina e tiramina nel processo di polimerizzazione 
ossidativa. Le feomelanine, pigmenti con colori più chiari che vanno dal giallo al rosso, sono 
sintetizzate dalla tirosina tramite la stessa via delle eumelanine, ma in questo processo sono 
coinvolti la cisteina o il glutatione (Swan, 1974). Le allomelanine, presenti nel mondo vegetale, 
sono pigmenti formatisi durante la polimerizzazione ossidativa di substrati fenolici in presenza di 
polifenolossidasi (Plonka et al., 2006).  
Nel caso dei funghi sono presenti nelle pareti cellulari di spore, sclerozi, miceli e corpi fruttiferi o 
come polimeri extracellulari formati nel mezzo presente intorno alle cellule fungine (Bartnicki-
Garcia et al., 1964; Durrell, 1964; Belle et al., 1986; Takano et al., 1997; Butler et al., 1998). 
Questo processo può avvenire in due modi: le fenolossidasi, enzimi in grado di catalizzare 
l’ossidazione di composti fenolici in chinoni, rilasciate dai funghi ossidano particolari componenti 
presenti nei terreni di coltura in melanine oppure i composti fenolici secreti nel mezzo si ossidano 
lentamente per formare melanine che, in alcuni casi, possono aderire alle pareti cellulari dando la 
falsa impressione di essere al loro interno (Butler et al., 1998). 
 
Le melanine assolvono diverse funzioni quali l’attività antibiotica, in quanto il polimero rappresenta 
un elemento importante nel rafforzamento delle pareti delle piante e nelle cuticole degli insetti. 
Inoltre l’ampia assorbanza spettrale da parte delle melanine comporta numerosi ed importanti 
processi come il mimetismo e la termoregolazione, ad esempio nei rettili agendo come un 
dissipatore di calore; la chemo-protezione, agendo come pozzo di radicali liberi o come mezzo per 
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legare cationi tossici, quali metalli di transizione; la fotoprotezione, proprietà sfruttata in commercio 
per la produzione di creme fotoprotettive (Riley, 1997). Henson (Henson et al., 1999) sottolinea 
come la produzione di melanine sia strettamente legata a stress ambientali quali esposizione ai 
metalli tossici, disseccamento, temperature estreme, microbi antagonisti, limitazione di nutrienti, 
repentini cambiamenti del pH,  raggi UV, enzimi idrolitici, ecc. (Florian, 1997; Butler et al., 1998; 
Henson et al., 1999; Nosanchuk et al., 2003; Plonka et al., 2006).  
Secondo Zhdanova (Zhdanova et al., 1980), Streptomyces galbus produce melanina soltanto ad 
elevate temperature di crescita (42-47°C) e sembra che la produzione del pigmento raddoppi lo 
spessore della parete cellulare. La capacità di assorbire radiazioni luminose nelle lunghezze d’onda 
del visibile e nell’UV è stata confermata da Kollias (Kollias et al., 1991). La protezione dalla lisi 
enzimatica è stata studiata da Lockwood (Lockwood, 1960) su colture in agar di venti funghi 
patogeni di piante verificando come i funghi con parete pigmentata, quali Rhizoctonia sp., 
Sclerotinia sp. e Verticillium sp., risultino più resistenti a questo trattamento. 
 
2.2.2 Il restauro: metodi utilizzati in passato 
Nonostante l’applicazione di tutte le tecniche di controllo del biodeterioramento note, spesso 
non è possibile evitare completamente l’attacco dei microrganismi ai materiali archivistici e librari. 
In questo caso la rimozione delle macchie fungine e del micelio stesso dalla carta rappresenta un 
passaggio importante nelle operazioni di restauro e di conservazione sia per permettere una migliore 
fruizione dell’opera sia per garantire le condizioni igieniche idonee alla conservazione. Infatti, per 
la rimozione delle macchie fungine dal supporto cartaceo il principale fattore da tenere in 
considerazione riguarda la valutazione dei rischi per l’opera d’arte che possono derivare 
dall’operazione di pulitura, qualora questa sia giustificata dai danni prodotti dalla crescita biologica. 
In base alle specie di organismi presenti, agli elementi costitutivi del substrato e del suo stato di 
conservazione, si deve valutare l’opportunità di un metodo di rimozione meccanico, fisico o 
chimico, valutando caso per caso i vantaggi e gli svantaggi di ciascuno.  
Parallelamente alle metodologie impiegate devono essere programmati ed eseguiti interventi volti 
ad agire sulle condizioni ambientali che hanno reso possibile lo sviluppo biologico, affinché i 
risultati della metodologia applicata siano di lunga durata (Caneva et al., 2005). 
 
Metodi meccanici 
I metodi meccanici consistono nella rimozione fisica dei biodeteriogeni attraverso strumenti 
manuali quali bisturi, spazzole, spatole, raschietti, microaspiratori, ecc. Questi metodi sono 
ampiamente utilizzati per la facilità d’impiego e per l’immediatezza dei risultati che forniscono. 
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Tuttavia è molto difficile avere un totale controllo dell’operazione e questo è potenzialmente causa 
di gravi danni durante il processo di rimozione (Sterlini, 1995). Il vantaggio che presentano questi 
metodi, oltre ad una semplicità d’uso, consiste nel non aggiungere alcuna sostanza estranea al 
substrato. Questi metodi potrebbero essere efficaci nel caso di macchie provocate dalla presenza di 
micelio pigmentato, ma è necessario tener presente come una completa rimozione delle strutture 
vegetative sia molto difficile. Infatti queste, durante l’attacco, penetrano all’interno del substrato, 
rendendo praticamente impossibile una loro rimozione senza causare danni a quest’ultimo che 
risulta, oltretutto, già fortemente danneggiato per la presenza stessa della colonia microbica 
(Florian, 2000; Caneva et al., 2005).  
 
Metodi fisici  
L’impiego di metodologie fisiche, basato principalmente sull’applicazione di radiazioni 
elettromagnetiche di varia lunghezza d’onda (pulitura laser), non è ancora ampiamente utilizzato nel 
campo del restauro soprattutto per i costi elevati, il rischio per gli operatori e la difficoltà 
nell’applicazione. Accanto a questi svantaggi, non facilmente trascurabili, è stata però dimostrata 
l’efficacia, in alcuni casi, nella rimozione di macchie dovute alla produzione di pigmenti fungini. 
Szczepanowska (Szczepanowska et al., 1994), infatti, ha valutato l’efficacia del trattamento con 
laser sulle macchie prodotte su campioni di carta da quattro specie fungine: Alternaria solani, 
Fusarium oxysporum, Penicillum notatum e Chaetomium globosum. Le macchie sono state trattate 
con un laser YAG Quantel modello YG580, con una luce di lunghezza d’onda corrispondente a 
532nm, sperimentando varie intensità e numero di pulsazioni. I risultati hanno dimostrato come il 
trattamento sia stato efficace nella completa rimozione delle macchie prodotte da Alternaria solani 
e da Penicillum notatum, dopo l’impiego di 3-10 pulsazioni. Inoltre le analisi effettuate con il 
microscopio ottico e con il microscopio a scansione elettronica hanno dimostrato l’assenza di danni 
al supporto cartaceo. Tuttavia, le macchie prodotte da Chaetomium globosum e da Fusarium 
oxysporum non hanno subìto alcun cambiamento a seguito del trattamento, dimostrando come 
questa tecnica possa essere potenzialmente applicabile ed efficace, ma non in tutti i casi.  
Attualmente i metodi fisici vengono impiegati prevalentemente per la disinfezione dei materiali 
cartacei poiché consentono di controllare l’attività dei microrganismi responsabili del 
biodeterioramento. 
 
Metodi chimici  
Gli studi condotti da Copedé (Copedé, 1991) sottolineano l’importanza di individuare la sostanza 
estranea o la causa dell’alterazione cromatica affinché sia possibile scegliere il tipo di intervento ed 
 26 
il mezzo chimico da utilizzare. I metodi di smacchiamento chimico possono essere eseguiti per 
solubilizzazione o per reazione chimica. 
La solubilizzazione, nella quale è compreso anche il lavaggio, prevede che la sostanza da eliminare 
(soluto) possa essere allontanata dalla carta ed essere dispersa in un mezzo liquido (solvente). Tale 
operazione naturalmente non deve procurare alterazioni ai materiali che vengono trattati e non deve 
creare problemi di tossicità per l’operatore. La tecnica maggiormente utilizzata è l’estrazione della 
macchia per tamponamento: con un batuffolo di cotone imbevuto di solvente viene bagnata la 
sostanza da estrarre, cercando di farla assorbire da una carta assorbente posta sotto il foglio. Per 
facilitare l’estrazione si può “ammorbidire” la macchia esponendola per un certo numero di ore ai 
vapori del solvente; oppure si può utilizzare un piano aspirante, che favorisca la fuoriuscita della 
soluzione e la concentrazione del solvente solo nel punto desiderato, evitando in tal modo la 
formazione di gore o aloni. 
Non tutte le macchie, però, possono essere tolte con l’ausilio di un solvente: per alcuni 
smacchiamenti è necessario intervenire con una reazione chimica. La sostanza che ha procurato 
l’alterazione cromatica deve cioè subire una trasformazione molecolare che porti, come 
conseguenza, l’annullamento del colore. Fra le macchie di questo tipo che si riscontrano più 
frequentemente sulla carta vi sono quelle procurate dai microrganismi, e gli imbrunimenti, spesso 
diffusi su tutta la superficie del foglio. La reazione chimica che generalmente viene utilizzata per 
questa operazione è l’ossidazione, e l’intervento è chiamato imbiancamento o sbianchimento. Le 
sostanze utilizzate non possono operare un’ossidazione selettiva reagendo solo con le sostanze 
colorate, ma tutto ciò che è presente nella e sulla carta viene ad essere attaccato. Questo accade 
durante il trattamento, ma può anche continuare nel tempo se sono utilizzati particolari ossidanti 
oppure se non vengono prese alcune precauzioni. Per tale ragione, prima di prendere la decisione di 
intervenire, è necessario fare accuratamente alcune indagini per stabilire se le condizioni che 
sussistono permettono di operare senza provocare gravi danni e, qualora si decidesse di sbiancare, 
per individuare anche il reagente più opportuno ed i modi ottimali d’impiego.  
In passato gli ossidanti utilizzati nel campo del restauro sono stati l’ipoclorito di sodio, l’ipoclorito 
di calcio, il diossido di cloro, l’acido ipocloroso ed il perossido di idrogeno. 
L’ipoclorito di sodio (NaOCl), per la sua facile reperibilità in commercio e per il suo alto potere 
sbiancante, è stata la sostanza ossidante più utilizzata nei laboratori di restauro. Questa alta capacità, 
però, lo rende fortemente degradante: il suo uso è pertanto consigliabile solo in casi estremi, quando 
le macchie compromettono molto seriamente la leggibilità dell’opera. Conseguentemente è ancora 
più importante che le procedure da seguire per questo intervento siano molto curate, onde ridurre al 
minimo i danni. La forte alcalinità dell’ipoclorito di sodio (pH 11,4 circa), e la pericolosità di 
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eventuali residui, sia per il supporto che per l’operatore, hanno portato alla sua sostituzione con 
l’ipoclorito di calcio (Ca(OCl)2) pur avendo un potere sbiancante leggermente inferiore. Dopo la 
sbianca, il foglio doveva essere risciacquato in acqua corrente, immerso quindi in una soluzione 
anticloro, lavato ed infine deacidificato. La soluzione anticloro era assolutamente indispensabile per 
evitare che l’ipoclorito continuasse ad agire nel tempo. Le sostanze utilizzate a questo scopo sono 
state il tiosolfato di sodio (Na2S2O3), l’acido acetico (CH3COOH) ed il boroidruro di sodio 
(NaBH4). 
Il diossido di cloro (ClO2) e l’acido cloroso (HClO2) sono stati impiegati, generalmente, nei con 
trattamenti acquosi, per immersione. Anche in questi casi è stato necessario un trattamento anticloro 
seguito da un lavaggio in acqua corrente e da una deacidificazione. 
Il perossido di idrogeno (H2O2), anche se meno aggressivo dei precedenti composti, è un mezzo che 
non riesce ad eliminare molte macchie presenti sulla carta se non gore ed imbrunimenti. 
 
Szczepanowska (Szczepanowska et al., 1992) ha testato l’efficacia di alcuni solventi nella 
rimozione di macchie prodotte da differenti specie fungine, rilevando come l’esposizione ai vari 
solventi per un tempo ridotto non abbia avuto effetti su alcuna delle macchie presenti. 
L’esposizione al 1,4-diossano per 24h ha completamente rimosso le macchie prodotte da Fusarium 
oxysporum ed in maniera significativa quelle di Penicillum notatum e Chaetomium globosum. 
L’esposizione al N,N-dimetilformammide per 24h ha ridotto significativamente le macchie prodotte 
da Chaetomium globosum e da Penicillium notatum e debolmente quelle di Fusarium oxysporum; 
mentre l’azione della piridina per 24h sulle macchie di Chaetomium globosum e Fusarium 
oxysporum ha portato solo ad una rimozione parziale. Le prove effettuate con i solventi più comuni 
come acetone, etanolo e xilene non hanno portato a nessun risultato, così come l’utilizzo del 
dimetilsolfossido e della trietilammina. Inoltre, i test eseguiti sulla resistenza della carta dopo una 
continua esposizione a ciascuno dei solventi, non hanno mostrato differenze rispetto ai campioni di 
carta non trattati. Tuttavia i solventi che hanno mostrato capacità di pulitura delle macchie fungine 
sono tossici e vanno utilizzati seguendo tutte le necessarie precauzioni.   
 
Come precedentemente detto, le melanine sono insolubili in acqua, in soluzioni acide e nei comuni 
solventi organici, ma possono essere sbiancate con l’acqua ossigenata che risulta comunque 
dannosa per il supporto cartaceo. Infatti spesso e per molto tempo le melanine sono state 
considerate come polimeri non biodegradabili in base all’inerzia della loro presunta resistenza 
all’attacco chimico (Prota, 1992). Tuttavia diversi studi hanno dimostrato un lento degrado delle 
melanine fungine dell’Aspergillus fumigatus (Luther et al., 1980); mentre il lavoro di Liu (Liu et 
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al., 1995) ha evidenziato una maggiore degradazione batterica delle melanine presenti in funghi 
isolati dal suolo. Infine i risultati ottenuti da Rättö (Rättö et al., 2001) mostrano come la capacità di 
alcuni white rot fungi, come Bjerkandera adusta, Galactomyces geotrichum, Trametes hirsuta e 
Trametes versicolor, supera qualsiasi altro taxon fungino nella decolorazione della melanina 
presente nell’Aureobasidium pullulans cresciuto in vitro. 
Un altro esempio è lo studio condotto da Florian (Florian, 2000) in cui le melanine presenti nelle 
pareti dei conidi dell’Aspergillus phoenicis, nelle pareti cellulari dell’Aspergillus nidulans e negli 
sclerozi del Cladosporium rolfsii sono state disciolte impiegando idrossido di potassio 1M e 
sbiancate con 5% di ipoclorito di sodio e 30% di perossido di idrogeno causando lisi delle strutture 
pigmentate. Lo sbiancamento delle melanine è stato completato utilizzando perossido di idrogeno, 
raggi UV(A) e pH elevato. Tutti questi trattamenti, però, sono risultati dannosi per la conservazione 
dei beni archivisti e librari. 
Studi più ricenti sono stati condotti da Bicchieri (Bicchieri, 2002; Bicchieri et al., 2007) ed 
incentrati sulla ricerca di riducenti delle funzioni ossidate, responsabili di variazioni nella stabilità 
meccanica e nel colore, soprattutto nella cellulosa. Le indagini condotte hanno permesso di 
scegliere dei composti appartenenti alla classe degli amminoborani (terz-butilammino borano e 
complesso boranoammoniacale), altamente selettivi, efficaci e in grado di sbiancare otticamente la 
carta, eliminando i gruppi cromofori e ripristinando le originali funzioni alcoliche nella catena di 
cellulosa (Bicchieri, 2002; Bicchieri et al., 2007; Casetti Brach et al., 2010). 
Uno studio importante è stato realizzato da Tavzes (Tavzes et al., 2013) sulla rimozione delle 
macchie fungine di natura melanica da supporti cartacei mediante un sistema biomimetico 
industriale di ossidazione. Tale procedura è in grado di causare forti cambiamenti chimici e/o 
degradativi sui polimeri melanici extracellulari. Inoltre da una prima ispezione visiva i campioni di 
carta sottoposti al trattamento Cu-py-H2O2 (copper pyridine complex) non hanno evidenziato alcun 
danno significativo dell’integrità del foglio questo perché gli intermediari della reazione ossidativa 
sono altamente selettivi per le strutture aromatiche, pertanto ossidano le strutture lignine aromatiche 
selettivamente, evitando di arrecare danni alla cellulosa. I risultati ottenuti, quindi, sono 
incoraggianti e sembrano molto promettenti per la rimozione delle macchie fungine di natura 
melanica da supporti cartacei, ma è necessario ottimizzare la procedura per evitare possibili danni 
ossidativi al supporto stesso. Un’attenta valutazione del grado di polimerizzazione della cellulosa, e 
di altri indicatori di degradazione, risulta estremamente importante per l’applicabilità del sistema di 
pulitura che potrà essere impiegato anche su altri supporti che presentano la stessa problematica una 
volta sviluppato e testato. 
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2.3 Uso di enzimi nelle operazioni di conservazione e restauro 
2.3.1 Meccanismi d’azione e criteri di selezione degli enzimi 
Gli enzimi sono proteine complesse, solitamente con pesi molecolari variabili tra 104 e 106 
Dalton (unità di massa atomica) presenti all’interno delle cellule di tutti gli organismi viventi. Certi 
microrganismi hanno anche la capacità di secernere enzimi all’esterno: in questo caso l’attività 
enzimatica avviene al di fuori della cellula. Gli enzimi svolgono il ruolo di catalizzatori, ossia 
accelerano le reazioni biochimiche di conversione di un substrato, restando inalterati alla fine del 
processo. Una delle principali caratteristiche degli enzimi è quella di essere altamente specifici, cioè 
sono in grado di catalizzare una o al massimo pochi tipi di reazione con un substrato simile, 
rendendone sicuro l’utilizzo anche su materiali costituiti da più componenti. A permetterne questa 
selettività è la loro stessa conformazione: ogni enzima, infatti, è costituito da una regione, detta 
“sito attivo”, con una struttura tale da consentire l’interazione solamente con un substrato di 
struttura spaziale ben precisa, proprio come una chiave si adatta ad una determinata serratura. 
Infatti, tra le numerose molecole che si trovano ad avvicinarsi, l’enzima è in grado di “riconoscere” 
quella che ha la giusta struttura, che andrà dunque a posizionarsi entro quel sito, dando inizio ad una 
serie di processi che costituisce il ciclo catalitico enzimatico. Le altre molecole del substrato, che 
non hanno forma appropriata per interagire col “sito attivo” dell’enzima, non si potranno associare e 
non saranno dunque soggette all’azione enzimatica. Il “riconoscimento” del substrato da parte 
dell’enzima è quindi basato sulla somiglianza strutturale tra la particolare conformazione spaziale 
del “sito attivo” e la forma tridimensionale del substrato (Fig. 4) (De Santis, 1983; Cremonesi, 
1999). 
 
Figura 4. Interazione dell’enzima con il substrato specifico. 
 
Molti enzimi richiedono la presenza di alcuni cofattori non proteici, come ioni metallici o piccole 
molecole organiche chiamate coenzimi. Inoltre l’attività enzimatica è fortemente influenzata da 
alcuni fattori quali la temperatura ed il pH, poiché possono modificare la struttura terziaria 
dell’enzima o spezzare il legame tra l’enzima ed il substrato ed è per questo motivo che è necessario 
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monitorare accuratamente le condizioni sperimentali durante il loro impiego (Lehninger et al., 
1994).  
 
2.3.2 La scelta degli enzimi per la rimozione delle macchie fungine 
Gli enzimi che possono avere un’applicazione pratica nel campo dei beni culturali 
appartengono alle idrolasi (es. glicosidasi, lipasi, proteasi, ecc.) e sono in grado di catalizzare il 
degrado di macromolecole insolubili in acqua come macromolecole insolubili in acqua, ma 
diventano idrosolubili quando ridotte in frammenti più piccoli. 
Attualmente è possibile rimuovere patine costituite da polisaccaridi (amido, cellulosa, gomme 
vegetali, ecc.), proteine (albumine, caseine, colle, collagene, gelatine animali, uovo, ecc.) e lipidi 
(cere, grassi, oli, ecc.). 
Di seguito vengono riportate alcune proteine enzimatiche: 
 le Amilasi che possono essere sia d’origine animale (amilasi pancreatica, ptialina della 
saliva) sia di derivazione batterica (es. Bacillus) o fungina (es. Aspergillus); 
 le Lipasi che possono derivare da tessuti animali (pancreas), da tessuti vegetali (germi di 
avena, frumento e simili), da specie batteriche come Bacillus e da funghi come Aspergllus e 
Penicillum; 
 la Pepsina, la Tripsina e le Proteasi che possono essere sia di origine animale se estratte dai 
tessuti di alcuni organi, quali pancreas e stomaco, sia di origine microbica quando isolati da 
varie specie di batteri, soprattutto Bacillus, e funghi, in particolare Aspergillus. 
L’utilizzo razionale di un enzima, o di una miscela di enzimi, richiede alcune informazioni 
preliminari come la natura dei manufatti che devono essere preservati, le caratteristiche chimiche 
dei materiali che devono essere rimossi (proteine, amidi, oli e grassi, ecc.), l’attività idrolitica e la 
specificità d’azione dell’enzima, la temperatura, il pH e la concentrazione salina per il corretto 
funzionamento. Infine è necessario considerare anche il costo dell’enzima che varia fortemente a 
seconda della tipologia e del grado di purezza determinando una maggiore o minore specificità ed 
attività  (De Santis, 1983; Di Majo, 1984 e1985; Cremonesi, 1999; Palla, 2006). 
 
Nel campo del restauro l’utilizzo degli enzimi è applicato già a partire dagli anni ‘70, 
principalmente per operazioni di pulitura - rimozione di colle animali ed adesivi - e consolidamento 
delle opere d’arte. Tali esperienze, rimaste purtroppo isolate per molto tempo, furono realizzate 
inizialmente su manufatti di natura cartacea e successivamente su opere policrome su tele e tavole. 
Cremonesi (Cremonesi, 1999) riporta un breve excursus sui principali autori che si sono occupati 
dell’argomento.  
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 Wendelbo (Wendelbo, 1970) ha effettuato un trattamento enzimatico su libri in cui le pagine 
erano incollate per la presenza di colla animale, utilizzando la Tripsina in un buffer fosfato a pH 
8 applicata per immersione del foglio a 40°C per 5-10 minuti, con successivo lavaggio acquoso.  
 O’Hoski (O’Hoski, 1976) ha sviluppato uno studio sulla possibile formulazione di una saliva 
artificiale a partire da quella naturale per operazioni di pulitura.  
 Segal (Segal et al., 1977) ha studiato la rimozione di adesivi a base di amido su carta e di colle 
animali su pergamena attraverso l’utilizzo di α-amilasi derivante da Bacillus subtilis in buffer 
fosfato a pH 6,95 a 37-39°C per 10-60 minuti per la carta e di proteasi derivante da 
Streptomyces griseus in buffer fosfato a pH 7,45 a 40°C per la pergamena, trattamenti sempre 
seguiti da un lavaggio acquoso e dalla denaturazione degli enzimi con alcool al 95%.  
 Hatton (Hatton, 1977) è stato il primo ad utilizzare gli enzimi in soluzioni addensate con 2% di 
Metilcellulosa.  
 Makes (Makes, 1979) ha descritto l’utilizzo enzimatico per la rimozione di sostanze filmogene 
applicate al retro di un dipinto; l’uso di Amilasi e Proteasi per la rimozione di colla di pasta dal 
retro di un dipinto ad olio (Makes, 1982) e l’uso di una miscela di enzimi per la rimozione di un 
legante proteico/oleoso da una superficie pittorica (Makes, 1988).  
 Cooper (Cooper et al., 1980) ha descritto l’utilizzo degli enzimi in soluzioni parzialmente 
acquose nel caso di supporto suscettibile all’acqua. 
 Wolbers (Wolbers, 1988) ha utilizzato una lipasi fungina in buffer Tris a pH 8,4 ed un 
tensioattivo non ionico per la rimozione di una patina oleo-resinosa alterata.  
 Larminie (Larminie, 1992) ha illustrato l’impiego di una lipasi fungina in tamponi a pH 8,4 e 
8,8 sia in forma gelificata che per immersione per 10-30 minuti per la rimozione di patine e 
macchie di oli siccativi da un disegno a carboncino e da acquerelli.  
 Bellucci (Bellucci et al., 1994) ha descritto l’utilizzo di una proteasi microbica per la rimozione 
di una spessa patina proteica dalla superficie di un dipinto ad olio su tela e di una lipasi per la 
rimozione di una vernice oleo-resinosa dalla superficie di una tempera su tavola.  
 Gallo (Gallo et al., 1994) ha approfondito l’utilizzo di amilasi e proteasi per il distacco di carte 
foderate.  
 
Sebastianelli riporta l’utilizzo di Lipasi Type VII per la rimozione di residui di sostanze grasse e 
cerose dalla superficie di dipinti staccati e collocati su supporti in gesso. Dopo un trattamento 
iniziale di pulitura (con tampone di cotone idrofilo) con soluzioni di White spirit (70%) + alcool 
Isopropilico (30%) e diluente nitro (40%) + alcool Isopropilico (40%) + Metil Etil Pirrolidone 
(20%), era stata riscontrata la presenza di cere e lipidi. Per la rimozione di queste sostanze è stato 
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utilizzato l’enzima Lipasi Type VII ad una temperatura di 38°C e ad un pH compreso tra 8,0 e 9,0, 
in presenza di basse percentuali di carbonato d’ammonio. Per quanto concerne i tempi 
d’applicazione, è stata valutata l’efficienza enzimatica a due e sette minuti. Quest’ultimo tempo 
d’incubazione, si è rivelato il più idoneo ed ha permesso di eliminare tutti i residui di sostanze 
grasse e cerose in maniera selettiva senza interagire con i materiali costitutivi. La superficie pulita 
enzimaticamente è stata rifinita ricorrendo a mezzi acquosi a tampone e miscele di solventi, al fine 
di inibire un’eventuale attività enzimatica residua (Palla, 2006).  
 
Cremonesi (Cremonesi, 2006), invece, utilizza gli enzimi in soluzione gelificata sia per localizzare 
meglio l’azione ed agevolare la rimozione dei residui sia per una questione di praticità. Un tipico 
gel enzimatico è così composto: 100ml di acqua deionizzata sono tamponati al pH desiderato, 
variabile a seconda del tipo di enzima e del manufatto da trattare. Successivamente si può 
aggiungere un tensioattivo non ionico per facilitare la diffusione dell’enzima verso il substrato da 
idrolizzare, ma in percentuale bassissima (0,1% in peso/volume) per non provocare fenomeni di 
inibizione dell’enzima stesso. La soluzione viene poi gelificata per aggiunta di un etere di cellulosa 
(idrossipropilcellulosa o metilcellulosa) in quantità sufficiente per ottenere un gel di media 
viscosità, tipicamente 2-4gr a seconda del tipo di addensante. Quando il gel è omogeneo, uniforme e 
privo di grumi, si aggiunge l’enzima. Possono bastare quantità basse a seconda del tipo di 
trattamento, dello spessore del materiale da asportare e della fragilità del supporto stesso che 
condiziona la possibilità di fare più o meno lavaggi per la rimozione dei residui. Mentre le soluzioni 
enzimatiche sono utilizzabili al massimo entro pochi giorni poiché gli enzimi si degradano 
velocemente una volta sciolti in acqua, i gel enzimatici possono essere conservati refrigerati per 
alcune settimane (Palla, 2006; Iannuccelli et al., 2010). 
 
Blüher (Blüher, 1997) ha condotto degli studi per valutare la possibilità di utilizzare trattamenti 
enzimatici per la rimozione di particolari macchie causate dall’essiccamento di alcuni oli, come 
l’olio di semi di lino, su manufatti cartacei. Le macchie oleose possono provocare gravi danni quali 
l’aumento di fragilità del materiale e, se combinate con alcuni pigmenti o vernici, possono essere 
molto difficili da rimuovere, anche impiegando solventi organici. 
Le indagini sono state effettuate su oltre 300 campioni di prova e sottoposti a trattamenti con 
diverse condizioni di invecchiamento artificiale dal momento che il degrado dell’olio di lino è un 
processo molto complesso. Sono stati utilizzati vari enzimi appartenenti alle lipasi e sono stati 
testati anche i tamponi, il pH ed il tensioattivo. I dati ottenuti evidenziano che non è stato possibile 
rimuovere in modo prevedibile e controllato, nonché completamente, le macchie di olio di lino che, 
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in alcuni casi, apparivano addirittura più scure dopo i trattamenti enzimatici. Pertanto gli enzimi 
attualmente disponibili in commercio non sono adatti come alternativa ai solventi comunemente 
utilizzati. Numerose, inoltre, sono le problematiche che devono essere affrontate quando vengono 
impiegate le lipasi nella rimozione di macchie di olio su carta. Il successo del trattamento 
enzimatico è fortemente dipendente dall’età e dal grado di degradazione del film oleoso, così come 
dalla presenza di additivi quali pigmenti o resine. Infine non è ancora chiaro se le lipasi siano in 
grado di attaccare l’intera struttura dell’olio di semi di lino essiccato o semplicemente le parti non 
reticolate del film oleoso. Il lavoro svolto ha mostrato che, nella maggior parte dei casi, si 
verificano delle reazioni enzimatiche sia sulle macchie di olio di lino essiccato che non ed i prodotti 
generati sono insolubili in acqua (a parte il glicerolo). Pertanto è necessario un post-trattamento in 
ambiente alcalino, o con l’aiuto di solventi organici, per la rimozione degli acidi grassi rilasciati. 
 
Anche l’utilizzo degli enzimi per la rimozione di macchie fungine da supporti cartacei rappresenta 
un nuovo tipo di applicazione enzimatica tuttora in fase sperimentale. De Mico (De Mico et al., 
2009) ha valutato l’efficacia di soluzioni enzimatiche nella rimozione del micelio fungino di 
Aspergillus terreus Thom da diversi tipi di carte. Sono stati eseguiti quattro diversi trattamenti: 
lipasi+tween 40, lipasi+tween 20, alcool deidrogenato+triton 100x e alcalasi+triton 114x, applicati 
in gocce e lasciati agire per 5 minuti, quindi lavati con acqua. I campioni analizzati con il 
colorimetro e con il microscopio a scansione elettronica hanno mostrato che il trattamento con 
lipasi+tween 40 ha rimosso con successo sia le macchie che il micelio, mentre l’alcalasi+triton è 
stato il trattamento che ha dato i risultati peggiori. 
 
Altri studi sono stati effettuati sull’efficacia degradativa da parte di alcuni enzimi ligninolitici sulla 
melanina. L’efficacia dell’azione litica delle ligninasi verso le melanine dipende dalla somiglianza 
fisica e chimica della melanina con la lignina, il principale costituente del legno, degradata da 
particolari complessi enzimatici quali laccasi, manganese perossidasi e lignina perossidasi, presenti 
nei funghi ligninolitici. I trattamenti effettuati con il sistema laccasi-HBT (1-idrossibenzotriazolo), 
soprattutto ad alta pressione, hanno comportato i cambiamenti più evidenti nella composizione della 
melanina, confermati dalle analisi colorimetriche (Tavzes et al., 2009). Anche Koestler (Koestler et 
al., 2003) ha testato l’efficacia di enzimi ligninolitici prodotti dai funghi della carie bianca del legno 
nella degradazione della melanina. Attualmente la capacità di alcuni enzimi di origine fungina di 
degradare la melanina viene studiata soprattutto per applicazioni in campo cosmetico (Mohorčič et 
al., 2007) poiché una forma di essa è presente anche nella pelle umana e ne determina la 
pigmentazione. Oltre alla melanina presente nella parte stessa del micelio fungino, alcuni funghi 
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sono in grado di produrre degli essudati colorati di natura chimica riferibili a tre gruppi principali, 
derivati del toluchinone, del naftochinone e del beta-metil-antrachinone ed anche sostanze 
flavonoidi (antociani, flavoni ed altri). Alla luce di una tale variabilità chimica identificare di volta 
in volta il solvente idoneo per la rimozione delle macchie fungine dai supporti cartacei non sempre 
risulta semplice ed immediato (Caneva et al., 2005).  
 
Un altro aspetto dell’azione enzimatica da valutare è quello inerente il distacco e la rimozione del 
micelio fungino dal substrato, che in alcuni casi si presenta solo superficiale, ed è quindi rimovibile 
anche con una semplice spolveratura, mentre in altri penetra ed aderisce all’interno rendendone 
impossibile la rimozione senza arrecare danni al medesimo. La capacità del micelio fungino di 
penetrare ed aderire al substrato non è ancora pienamente nota, ma alcuni studi hanno dimostrato il 
ruolo fondamentale giocato da alcune componenti della parete cellulare. Gareth Jones (Gareth 
Jones, 1994) si è occupato delle modalità di adesione dei funghi filamentosi al substrato, notando 
che quando un propagulo di conidio germina, il tubo germinativo si estende fino a formare un’ifa o 
un appressorio, il quale può aderire strettamente al substrato, penetrando attraverso una semplice 
forza meccanica o con l’aiuto di fattori chimici o enzimatici (Fig. 5). 
 
 
 
Figura 5. Esempi di adesione dei funghi filamentosi a diversi substrati mediante osservazione al SEM. 
1. Nia vibrissa: basidiospora intrappolata dalle sue appendici polari ed equatoriali (freccia)  sul bordo di taglio della 
parete del legno – 2. Halosarpheia retorquens: ascospora (s) con appendice filiforme (indicata dalla freccia) legata ad 
un granello di sabbia – 3. Nimbospora effusa: ascospore con  appendici a formare un attacco a “cuscinetto” (freccia) al 
substrato ed un’appendice mucillaginosa secondaria (M) – 4. Corollospora marittima: ascoma attaccato da un 
subiculum (freccia) ad una foglia di Posidonia oceanica – 5. Paria placenta: ife cristalline rotonde (HS) attorno ad un 
ifa (freccia H). Le cicatrici sulle ife (freccia) indicano dove sono caduti dei piccoli cristalli (Gareth Jones, 1994). 
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Inizialmente gli appressori sono ialini, ma successivamente la parete cellulare diventa melanica. 
Secondo Howard (Howard et al., 1989) la melanina non giocherebbe un ruolo fondamentale 
nell’adesione ma, mantenendo un’alta concentrazione interna dei soluti e un’alta pressione 
idrostatica, assicurerebbe un’efficace penetrazione nel substrato stesso. I dati disponibili sugli 
adesivi fungini non sono molti, ma gli studi disponibili identificano come componenti principali i 
soli carboidrati o le sole proteine, anche se la maggior parte è costituita da carboidrati misti a 
proteine.  
In seguito Jayatilake (Jayatilake, 2011), in uno studio sulla Candida sp., ha individuato in speciali 
costituenti della parete cellulare di questo lievito, noti come idrofobine, la facilità di adesione che il 
microrganismo presenta sui tessuti epiteliali umani. Le analisi eseguite al TEM hanno evidenziato 
come lo strato della parete cellulare del lievito a contatto con la superficie epiteliale appaia 
fioccoso, poiché gli enzimi fungini degradano i filamenti intercellulari delle cellule epiteliali oltre a 
conferire proprietà adesive alle cellule del lievito. Linder (Linder et al., 2005) ha individuato nelle 
idrofobine prodotte dai funghi filamentosi degli elementi fondamentali nella crescita fungina come 
componenti strutturali e nell’adesione dei funghi ai substrati solidi. Nel 1994 Wessels divise le 
idrofobine conosciute in due gruppi in base al modo di assemblarsi dei gruppi idrofobici e idrofili 
che esse contengono. Questi due gruppi vengono chiamati classe I e classe II e la differenza tra di 
essi può essere individuata nella solubilità degli aggregati che formano: gli aggregati appartenenti 
alla classe I possono essere disciolti solamente in acidi forti come l’acido trifluoroacetico (TFA), 
mentre gli aggregati appartenenti alla classe II possono essere disciolti utilizzando solventi organici 
diluiti in soluzioni acquose. La struttura di queste proteine è stata compresa grazie all’estrazione da 
Trichoderma reesei di idrofobine appartenenti alla classe II, dove si è resa evidente la loro struttura 
tridimensionale (Linder et al., 2005) (Fig. 6). 
 
Figura 6. Struttura tridimensionale di HFBII. 
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2.4 I batteri impiegati nelle operazioni di pulitura dei beni culturali 
2.4.1 I batteri nel restauro 
L’introduzione delle biotecnologie nello studio dei fenomeni di biodeterioramento 
rappresenta un nuovo e prezioso strumento per la diagnostica e la conservazione preventiva, che ha 
permesso in pochi anni di ampliare notevolmente le conoscenze sulle complesse interazioni tra i 
microrganismi e l’opera e di capire in modo più mirato il ruolo che i singoli microrganismi, 
all’interno della comunità microbica, svolgono nei processi di degrado. Lo studio degli ecosistemi 
microbici che si instaurano sull’opera d’arte ha inoltre, solo di recente, messo sotto una nuova luce i 
batteri: i microrganismi, da sempre confinati al ruolo di deteriogeni, possono rivelarsi utili come 
agenti di biorisanamento dei manufatti di interesse storico-artistico (Fernandes, 2006). Infatti solo 
una minoranza dei microrganismi noti svolge un ruolo negativo (patogeni alterativi), mentre la 
grande maggioranza è responsabile di “processi” virtuosi, come quello di rimuovere sostanze 
organiche non gradite. Inoltre i microrganismi, in alcuni casi, presentano dei vantaggi sia rispetto 
agli enzimi che ai metodi classici in particolare quando la sostanza organica da rimuovere è 
particolarmente complessa e incrostata. In questi casi, i batteri sono in grado, per effetto di 
meccanismi d’induzione genica, di sintetizzare gli enzimi adatti alla degradazione del materiale con 
il quale si trovano a contatto, reagendo in modo “intelligente” alle condizioni ambientali in cui si 
trovano. Infatti grazie alla loro versatilità e plasticità genetica i batteri sono in grado di favorire 
reazioni chimiche che trasformano un substrato agendo in maniera specifica e in tempi molto rapidi 
(Cremonesi, 1999 e 2006; Tiano, 2002; Ranalli et al., 2003 e 2005; Caneva et al., 2005; Palla, 
2006; Sprocati et al., 2007; Sorlini et al., 2008). 
Questa applicazione è mutuata dal settore della microbiologia ambientale, dove lo sfruttamento del 
metabolismo microbico per la decontaminazione di matrici inquinate è da tempo consolidato. La 
ricerca nel campo della biologia molecolare e della microbiologia ha permesso la selezione e 
caratterizzazione di numerosi ceppi batterici con specifiche attività cellulari applicabili con buoni 
risultati. In particolare, è stato possibile identificare e purificare un ampio numero di molecole 
biologiche di cui è stata valutata l’efficienza e la selettività d’azione, proprio da quei biodeteriogeni 
(batteri, funghi, attinomiceti) in grado di innescare il deterioramento di substrati organici ed 
inorganici.  
L’impiego controllato dei microrganismi offre uno strumento utile per lo sviluppo di nuove 
metodologie di restauro, che vanno sotto il nome di biorestauro. Le tecniche di biorestauro 
prevedono lo sfruttamento di microrganismi con potenzialità metaboliche utili per affrontare diverse 
problematiche conservative, consentono interventi soft per le opere d’arte ed offrono una maggiore 
sicurezza ambientale (Tasso et al., 2011). Ciò prevede l’esclusione di microrganismi patogeni per 
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l’uomo e l’ambiente, l’adozione di ceppi batterici preferibilmente non sporigeni, cioè incapaci di 
sopravvivere nel tempo in forma di spora quiescente anche dopo lunghi intervalli di tempo ed infine 
un’idonea e adeguata fase finale di delicato lavaggio operata al termine dei trattamenti di pulitura 
(Cremonesi, 1999; Caneva et al., 2005). 
 
In questi ultimi anni le biotecnologie hanno fornito procedure innovative utilizzabili, per la 
caratterizzazione del deterioramento di substrati sia organici che inorganici, in progetti di 
conservazione/restauro delle opere d’arte. L’applicazione di questi protocolli fornisce informazioni 
sulla natura dei consorzi microbici che colonizzano un substrato, sulle loro potenzialità 
biodeteriogene e sulla possibilità di controllarli nonché l’opportunità si sviluppare nuove procedure 
per la pulitura ed il consolidamento dei manufatti deteriorati (Tasso et al., 2011). 
In particolare le metodologie basate sull’impiego di ceppi batterici con specifiche attività 
metaboliche trovano un’interessante applicazione per trattamenti di pulitura, azione che permette la 
rimozione dei materiali depositati sulla superficie modificando immediatamente l’aspetto estetico 
del manufatto. Poiché i materiali da rimuovere si trovano a diretto contatto con la superficie 
dell’opera, la pulitura può causare dei danni irreversibili quindi deve essere seguita in modo 
selettivo, deve avvenire attraverso la rimozione di strati successivi di deposito, differenziando 
l’azione tra zona e zona, alleggerendo o rimovendo in profondità, senza entrare in contatto diretto 
con i materiali originali, e la biopulitura sembra soddisfare proprio questi canoni d’accuratezza 
(Cremonesi, 1999). 
 
L’approccio del biorestauro vede le sue applicazioni pioniere nel campo della conservazione dei 
materiali lapidei ed, in particolare, della problematica delle “croste nere”, una delle più importanti 
cause di degrado per i monumenti calcarei. Si tratta di un prodotto dell’inquinamento atmosferico, a 
seguito della conversione del carbonato di calcio in solfato di calcio (gesso), che poi ingloba nella 
matrice minerale idrocarburi policiclici aromatici e particelle carboniose. Ciò determina la 
formazione di patine nere che tendono a creare degli accumuli che si accrescono, induriscono e 
generano tensioni meccaniche che producono rigonfiamenti e fessurazioni. Le tecniche tradizionali 
di restauro si sono rivelate o troppo rischiose per l’opera d’arte o poco efficaci. Nel 1970, Moncreiff 
e Hempel (Moncrieff et al., 1970) hanno descritto l’impiego di un “impacco biologico”, ma le 
prime vere applicazioni di biorestauro sono descritte da Atlas (Atlas, 1988), che dimostrò la 
capacità del batterio solfo-riduttore Desulfovibrio desulfuricans di riconvertire il solfato di calcio in 
carbonato di calcio, e da Gauri (Gauri et al., 1988), che ha usato il batterio Desulfovibrio 
desulfuricans per la rimozione di solfati da croste nere. Tale capacità metabolica è stata sfruttata da 
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Ranalli (Ranalli et al., 1997) per mettere a punto una metodologia per la rimozione delle croste nere 
da marmo, mediante l’uso di Desulfovibrio vulgaris. L’applicazione di questa tecnica di biopulitura 
si è rivelata efficace a tal punto da poter legittimamente sostituire i protocolli tradizionali, come 
dimostrato dai casi studio della rimozione di croste nere da fregi ornamentali sulla facciata del 
Duomo di Milano (Cappitelli et al., 2007). 
Sulla base di queste ricerche, Ranalli (Ranalli et al., 1997) ha dimostrato la possibilità di utilizzare 
diversi ceppi di batteri solfo-riduttori, quali il D. vulgaris ed il D. desulfuricans, e batteri 
denitrificanti, come lo Pseudomonas stutzeri e lo Pseudomonas aeruginosa, al fine di ottimizzare 
rispettivamente una strategia per la rimozione di solfati e nitrati da manufatti artistici. 
Nell’esperimento effettuato su campioni di marmo, circa l’80% dei nitrati e solfati sono stati 
rimossi mediante applicazione batterica dopo 36 ore di trattamento. 
La procedura per la rimozione biotecnologica di croste nere è stata ottimizzata mediante l’uso di un 
filtro che permette ai batteri di attraversarlo bloccando, però, la deposizione di altri aggregati 
(Cappitelli et al., 2006). La sepiolite (Ranalli et al., 1997) è stata sostituita con Carbogel che 
consente una maggiore rimozione dei solfati (98%) ed una più semplice eliminazione delle cellule 
batteriche al termine del trattamento (Fig. 7). 
 
Figura 7. Immagine di un frammento di pietra ricoperto da una crosta nera 
prima (a) e dopo l’applicazione del D. vulgaris (Cappitelli et al., 2006). 
 
Le convenzionali tecniche chimiche o meccaniche utilizzate per la rimozione di croste di sale da 
materiale lapideo presentano diversi svantaggi: variazioni di colore, movimento di sali all’interno 
della struttura in pietra, rimozione di quantità eccessive di materiali originali, ecc.. Al fine di 
mettere in evidenza le potenzialità dei metodi biotecnologici rispetto a quelli tradizionali, Capitelli 
(Cappitelli et al., 2007) ha messo a confronto due metodi di pulitura: il trattamento chimico è stato 
effettuato miscelando 30g di EDTA, 50g di carbonato di ammonio e 10ml di tensioattivo Contrad 
2000; mentre il trattamento biologico è consistito in una sospensione di D. vulgaris applicata 
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mediante Carbogel. E’ stato rilevato che entrambi i trattamenti sono in grado di convertire il gesso 
in calcite consentendo il consolidamento della pietra, ma con il metodo biologico si ottiene una 
rimozione più omogenea dei depositi superficiali, preservando la patina nobile sotto la crosta nera 
cosa che non accade nel caso dell’applicazione del trattamento chimico che comporta piccoli residui 
di crosta di colore grigio-nero. 
Negli ultimi anni Ranalli (Ranalli et al., 2005) ha messo a punto un protocollo che prevede la 
combinazione sinergica dell’azione enzimatica idrolitica con il metabolismo microbico per 
interventi di pulitura sui dipinti murali. L’occasione è stata offerta dal restauro di uno degli affreschi 
del XIV secolo del Camposanto Monumentale di Pisa, “La Conversione di S. Efisio e battaglia” di 
Spinello Aretino, deteriorato da uno strato compatto di colla animale che era stata precedentemente 
stesa per un’operazione di “a strappo”, ovvero coprendo la superficie con un panno forte legato con 
strati generosi di colla trattata con formaldeide (Antonioli et al., 2005). Vent’anni dopo i curatori, 
cercando di rimuovere il panno, hanno riscontrato che la colla riusciva a resistere a qualsiasi 
trattamento quale tensioattivi, agenti solubilizzanti ed anche miscele di enzimi proteolitici più 
aggressivi. Pertanto il biorestauro era l’unico modo per ripristinare l’affresco danneggiato quindi si 
è proceduto con l’applicazione diretta di cellule batteriche intere di Pseudomonas stutzeri A29 sulla 
superficie pittorica per 10-12 ore (Fig. 8). 
      
Figura 8. Applicazione e rimozione di impacchi contenenti Pseudomonas stutzeri A29 
sulla superficie dell’affesco “La Conversione di S. Efisio e battaglia” di Spinello Aretino 
del XIV secolo presente nel Camposanto Monumentale di Pisa. 
 
Il trattamento batterico è riuscito a rimuovere tra l’80-100% della colla (Fig. 9) lasciando solo 
residui di piccole dimensioni (mai superiori a ~0,5mm) eliminati, poi, con gli enzimi purificati quali 
collagenasi e proteasi. 
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Figura 9. Particolare dell’affresco prima e dopo la rimozione della colla animale 
impiegata nella procedura “a strappo”. 
 
Il successo di questa procedura è la dimostrazione di come il biorestauro possa fornire uno 
strumento alternativo ove le tecniche tradizionali di restauro falliscano (Caneva et al., 2005; Tasso 
et al., 2011). 
 
Il Laboratorio di Microbiologia Ambientale e Biotecnologie Microbiche dell’Unità Tecnica di 
Caratterizzazione, Prevenzione e Risanamento Ambientale dell’ENEA Casaccia-Roma ha condotto 
uno studio sull’impiego di batteri per la rimozione di colla animale su scarti di fodere in pura 
cellulosa, rimosse durante lo smontaggio di una collezione di stampe del XVII secolo appartenenti 
all’Istituto Nazionale per la Grafica. I campioni mostravano uno strato compatto di colla, lungo i 
bordi su cui erano originariamente incollate le stampe, che risultava difficilmente rimovibile con 
metodi meccanici o chimici. Per la pulitura è stato scelto il ceppo TSNRS 15 Ochrobactrum sp. che 
aveva mostrato, in vitro, la migliore reattività verso le colle animali, rispetto ai diversi ceppi testati. 
Il protocollo sperimentale ha previsto l’applicazione della sospensione batterica mediante un gel di 
agar in grado di ridurre il rilascio di acqua garantendo l’integrità del supporto cartaceo. Il 
trattamento si è rivelato efficace nella pulitura dei campioni già dopo 4h di applicazione. 
L’osservazione mediante microscopio elettronico a scansione (SEM) dei campioni mostra che la 
maggior parte della colla viene rimossa rendendo visibili le fibre di cellulosa del supporto cartaceo. 
I cambiamenti cromatici misurati indicano che l’applicazione del gel determina uno sbiancamento 
della carta più marcato in presenza delle cellule batteriche. Sono attualmente in corso ulteriori 
analisi per valutare se il trattamento non risulti aggressivo per l’integrità della carta e per studiare il 
sistema per ridurre l’alterazione del colore (Tasso et al., 2011). 
 
L’uso di questi sistemi biologici prevede, a livello di laboratorio, una prima fase di screening, cioè 
di selezione di microrganismi adatti a rimuovere croste e/o patine, che dovrà essere ripetuta caso per 
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caso sulla base della natura del danno estetico da rimuovere e del materiale dell’opera stessa. La 
selezione di batteri può essere fatta sia ricorrendo alle collezioni internazionali di microrganismi sia 
isolando nuovi microrganismi da diverse matrici ambientali tra le quali anche le stesse opere d’arte. 
Il vantaggio spesso ottenibile in quest’ultimo caso è rappresentato dal fatto che i microrganismi 
provenienti da materiali di base, in genere, risultano essere più idonei a crescere sugli stessi 
materiali perché già adattati rispetto agli altri provenienti da matrici diverse, ambientali e non. 
L’identificazione e la caratterizzazione dei microrganismi isolati dall’ambiente deve essere eseguita 
in modo accurato e preciso così da essere assolutamente certi della loro non patogenicità. Un aiuto 
in tal senso è offerto dall’impiego di tecniche molecolari finalizzate alla rilevazione nel loro DNA 
di quei geni che codificano per gli enzimi utili all’intervento. 
La messa a punto e l’ottimizzazione di un processo biologico di pulitura applicato ai beni culturali 
può richiedere il ricorso all’impiego di carrier specifici. Si tratta di materiali inorganici sui quali i 
batteri aderiscono formando un biofilm, oppure materiali organici gelificati all’interno dei quali le 
cellule vengono immobilizzate. Il vantaggio di questi ultimi sta nel fatto che sono capaci di fornire, 
durante il trattamento di pulitura biologica, acqua e nutrienti eventualmente richiesti per la 
funzionalità delle colture batteriche selezionate e impiegate. 
Un aspetto particolarmente importante dell’intera fase di biorestauro è quello rappresentato dal 
monitoraggio del processo stesso, condotto fin dalle prove preliminari di laboratorio con tecniche 
fisico-chimiche e microbiologiche consolidate. Ad esse si possono aggiungere tecniche avanzate e 
rapide, anche se non sempre specifiche, quali per esempio il dosaggio del contenuto in ATP 
mediante bioluminescenza. L’ATP, in virtù del fatto di essere una molecola energetica comune a 
tutti gli organismi, può essere adottato validamente come bioindicatore di livelli di attività 
microbica, con tempi analitici di risposta minori di dieci minuti. In aggiunta, l’abbinamento a 
tecniche di acquisizione rapida di basse intensità di luce in bioluminescenza (imaging) e analisi 
computerizzate dei dati, può rappresentare un ulteriore vantaggio nella definizione di una complessa 
strategia di monitoraggio, capace di offrire risposte relative sia agli aspetti quali-quantitativi dei 
biodeteriogeni sia alla loro distribuzione spaziale. Inoltre, disponendo oggi di tecnologie microbiche 
più sofisticate e all’avanguardia, come quelle offerte dagli sviluppi delle tecniche di biologia 
molecolare (estrazione acidi nucleici, amplificazione, PCR, analisi profili elettroforetici, DGGE, 
clonaggio, ecc.), è più facile adottare di volta in volta, qualora richiesto, microrganismi più idonei 
alla risoluzione delle differenti problematiche anche nel campo dei beni culturali (Caneva et al., 
2005). 
 
 
 42 
2.4.2 Azione dei complessi enzimatici chitinolitici 
Numerosi sono gli studi condotti sulla capacità dei microrganismi di degradare la chitina mediante 
attività chitinolitica soprattutto nel campo delle biotecnologie agro-alimentari. Infatti un potenziale 
meccanismo di controllo biologico dei parassiti e degli agenti patogeni delle piante contenenti 
chitina, quale componente strutturale essenziale nella parete cellulare (Gooday, 1990), può essere 
fornito proprio dall’attività chitinolitica espressa dai batteri. 
La chitina, un omopolimero insolubile costituito da più unità di N-acetil-D-glucosamina (GlcNac) 
legate tra loro con un legame di tipo β-1,4, rappresenta uno dei polisaccaridi più abbondanti in 
natura. Si tratta della principale componente strutturale di vari organismi tra cui funghi, insetti e 
crostacei (Gooday, 1990; Watanabe, 1990). La chitinasi, invece, è una idrolasi che degrada il 
polimero di chitina e, come la chitina stessa, è presente in una vasta gamma di organismi. In alcuni 
casi, la chitinasi gioca un ruolo nella morfogenesi e/o autolisi della chitina contenuta negli 
organismi. Numerosi batteri sono in grado di idrolizzare la chitina nonostante non sia presente come 
componente nativo. Quindi, è possibile che alcuni batteri siano in grado di utilizzare la chitina come 
fonte di carbonio attraverso l’attività degli enzimi chitinolitici. Nel suo studio Someya (Someya et 
al., 2011) ha cercato di determinare la diversità filogenetica e l’eterogeneità spaziale dei batteri 
chitinolitici coltivabili nella rizosfera di numerose piante e di differenti aree geografiche. I risultati 
ottenuti evidenziano un’elevata presenza dei generi Bacillus, Lysobacter, Mitsuaria, Paenibacillus, 
Serratia, Stenotrophomonas; mentre i generi Achromobacter, Aeromonas, Erwinia, Flavobacterium 
e Microbacterium erano presenti in minor quantità. Pertanto considerando la potenziale attività 
antagonista degli enzimi chitinolitici contro i funghi fitopatogeni, i batteri isolati ed identificati 
potrebbero essere potenzialmente utilizzati nel controllo biologico di parassiti fungini delle piante. 
Un altro esempio è dato dal fungo Trichoderma harzianum, fortemente chitinolitico, che presenta 
una buona potenzialità per il controllo di una serie di patogeni terricoli delle piante (Lynch, 1987; 
Sivan et al., 1989). Dackman (Dackman et al., 1989) riporta che l’attività chitinasica è necessaria 
per i funghi del suolo per infettare uova di cisti nematoidi. Sneh (Sneh, 1981) si occupò dell’uso di 
batteri chitinolitici della rizosfera per il controllo biologico. Altri studi sono stati condotti da 
Barboza-Corona (Barboza-Corona et al., 1999) che ha verificato la capacità chitinolitica di tre ceppi 
del batterio Bacillus thuringiensis mediante la loro reattività a specifici substrati fluorescenti. I 
risultati mostrano che i ceppi batterici sono in grado di produrre endochitinasi, chitobiosidasi e n-
acetyl-b-glucosaminidasi importanti nel controllo contro funghi patogeni delle piante. Anche Liu 
(Liu et al., 2002) ha investigato la produzione di chitinasi in Bacillus thuringiensis e gli effetti 
sinergici sull’attività insetticida. Lo studio dimostra che la chitinasi è ampiamente prodotta dal 
batterio e che in alcuni casi può aumentare la sua attività tossica e ciò potrebbe consentirne 
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l’impiego per la realizzazione di biopesticidi. Inoltre Sampson (Sampson, 1998) ha esaminato 
l’attività chitinolitica del Bacillus thuringiensis in grado di produrre una vasta gamma di proteine 
insetticide durante la sporulazione. I risultati evidenziano la potenzialità del batterio di essere 
impiegato come agente biologico in presenza dei principali insetti patogeni delle piante poiché 
secerne esochitinasi in presenza di chitina. Chernin (Chernin et al., 1995) ha riscontrato la 
produzione di proteine con attività chitinolitica in tre ceppi di Enterobacter agglomerans prelevati 
dal suolo. L’attività degradativa è stata indotta mediante un terreno costituito da chitina colloidale 
quale fonte di carbonio ed è stata quantificata usando saggi cromogenici. I risultati ottenuti 
confermano la possibilità di utilizzare il batterio come antagonista di funghi patogeni delle piante. 
Ancora Frankowski (Frankowski et al., 2001) ha condotto uno studio sulla Serratia plymuthica 
mettendo in evidenza la sua capacità di produrre enzimi chitinolitici consentendo il suo impiego nel 
campo delle biotecnologie agro-alimentari per la lotta agli agenti patogeni. I risultati mostrano 
un’attività inibitoria diretta sulla germinazione delle spore e sull’allungamento del tubo di 
germinazione di alcuni funghi patogeni delle piante. Kim (Kim et al., 2003) ha verificato la capacità 
di inibire la crescita fungina da parte dello Streptomyces sp.. I risultati dello studio evidenziano la 
produzione di differenti enzimi da parte del batterio in grado di idrolizzare la chitina colloidale, il 
chitotrioso ed i chitooligosaccaridi. Lo studio condotto sullo Pseudomonas fluorescenses da Nielsen 
(Nielsen et al., 1999) ha evidenziato la possibilità di impiegare tale batterio come potenziale agente 
di biocontrollo nella rizosfera grazie alla sua attività chitinolitica. I test effettuati hanno rilevato 
attività endochitinasica messa in evidenza sia dalla comparsa di aloni su  differenti terreni colturali 
in cui era stato inoculato il batterio sia dal saggio IEF (isoelectric focusing gel electrophoresis). 
Neves (Neves et al., 2009) ha valutato l’effetto antifungino su Penicillium sp. e Cladosporium 
corylophilum mediante miscele di metil e propil parabene a differenti concentrazioni. I risultati 
dimostrano che una miscela di 0,5% metil parabene e 1,0% di propil parabene, in 85,0% di 
soluzione etanolica, rappresenta la più bassa concentrazione necessaria per un’efficace azione 
antifungina. Un agente deacificante, 5,0% di propionato di calcio, è stato aggiunto a questa miscela 
per il trattamento di documenti cartacei contaminati da funghi. Prove effettuate sui campioni prima 
e dopo l’applicazione di questa miscela hanno mostrato solo un lieve aumento dell’ingiallimento ed 
una lieve diminuzione della resistenza alla trazione della carta, mentre è aumentato 
significativamente il pH quale riserva alcalina. Infine Pleban (Pleban et al., 1997) ha dimostrato che 
il Bacillus cereus produce e secerne chitobiosidasi, un enzima chitinolitico in grado di contrastare 
l’attività patogena di alcuni funghi nei confronti delle piante di cotone. L’autore sottolinea il fatto 
che è stato il primo studio ad identificare e caratterizzare l’enzima chitobiosidasi quale unico 
enzima chitinolitico prodotto da un batterio endofitico. 
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Dagli studi finora condotti, è evidente la possibilità di trovare batteri chitinolitici in qualsiasi 
tipologia di habitat, come ad esempio l’ambiente marino, in grado di disporre di grandi quantità di 
chitina per la presenza essenzialmente di organismi che attuano un processo di muta. La maggior 
parte di questa chitina è prodotta vicino alla superficie, e gli studi hanno dimostrato che il suo 
riciclo si verifica sia in acqua che nei sedimenti (Gooday, 1990). La velocità di degradazione 
migliora a seguito di fenomeni di adesione della microflora chitinolitica e della digestione animale. 
L’importanza di questi processi è evidenziata dalla costante presenza di batteri chitinolitici, 
soprattutto dei generi Vibrio e Photobacterium, associata con lo zooplancton e il materiale 
particolato (Hood et al., 1977). Le stime di densità di popolazione dei batteri chitinolitici, sia come 
conteggi totali che come percentuali di eterotrofi totali, hanno dimostrato notevoli differenze, ma 
conte consistentemente più elevate sono state riportate da sedimenti marini piuttosto che dall’acqua 
di mare sovrastante (Gooday, 1990). In particolare gli estuari sono particolarmente produttivi: 
Reichardt (Reichardt et al., 1983) isolò 103 ceppi di batteri chitinolitici dall’estuario di Chesapeake 
Bay. Di questi, 44 appartenevano al genere Cytophaga e presentavano un pigmento di colore giallo-
arancio; altri appartenevano ai generi Pseudomonas e Chromobaterium. Chan (Chan et al., 1970) ha 
presentato degli studi condotti su batteri chitinolitici della regione di Puget Sound (Stato di 
Washington): i generi individuati, in ordine decrescente di abbondanza, sono Vibrio, 
Photobacterium, Aeromonas, Cytophaga, Streptomyces, Photobacterium, Bacillus e 
Chromobacterium. Pel (Pel et al., 1986, 1989 e 1990) ha studiato l’attività chitinolitica dei ceppi di 
Clostridium isolati da sedimenti dell’estuario di Eems-Dollard (Olanda). I risultati ottenuti hanno 
evidenziato che i ceppi batterici sono specializzati nell’utilizzare diacetilchitobiosi determinando, 
però, un accumulo N-acetilglucosamina, monomeri non utilizzabili che appaiono durante l’idrolisi 
casuale di oligomeri di chitina. La chitina degradata è stata notevolmente arricchita da co-coltura 
con altri batteri provenienti dai sedimenti affinché vengano rilasciati stimolatori di fattori di crescita 
come ad esempio la tioredossina, un composto che mantiene lo stato ridotto di essenziali gruppi 
sulfidrilici nel sistema chitinolitico. Batteri chitinolitici sono abbondanti anche in laghi e fiumi 
come ad esempio i generi Serratia, Chromobacterium, Pseudomonas, Flavobacterium e Bacillus; 
mentre nei sedimenti sono stati riscontrati gli attinomiceti e ceppi batterici appartenenti ai generi 
Pseudomonas, Aeromonas, Lysobacter, Arthrobacter, Bacillus e Cytophaga (Gooday, 1990). 
Tutti gli studi riportati conducono ad un risultato comune: la produzione di chitinasi ad opera dei 
batteri ha dimostrato di essere indotta da oligomeri di chitina e bassi livelli di N-acetilglucosamina 
(Jeuniaux, 1963; Monreal et al., 1969; Kole et al., 1985).  
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2.5 Biodegradazione delle melanine 
Finora gli studi condotti per verificare la capacità dei microrganismi di rimuovere le 
alterazioni cromatiche sono stati volti alla ricerca di un’eventuale azione degradativa operata dagli 
enzimi fungini ligninolitici nei confronti della melanina. Infatti le caratteristiche chimico-fisiche 
della melanina sono molto simili a quelle della lignina, un polimero tridimensionale molto 
complesso composto di alcoli aromatici legati da vari tipi di legami tra atomi di carbonio.   
I funghi ligninolitici della carie bianca (white rot fungi) sono in grado di degradare sia la lignina che 
la cellulosa coinvolgendo l’intera struttura del legno. Il materiale ligneo che ha subito questo tipo di 
danno risulta sbiancato proprio a seguito della degradazione della lignina (bruna), leggero e fibroso 
(Caneva et al., 2005). 
I white rot fungi possono essere divisi in sottoclassi a seconda del complesso enzimatico che 
secernono al fine di degradare, solubilizzare ed assimilare la lignina. Tra i vari enzimi individuati, 
in quanto direttamente coinvolti in tali processi, i più importanti sono: lignina perossidasi (LiP), 
manganese perossidasi (MnP) e laccasi (Lac) (Hofrichter, 2002; Jarosz-Wilkołazka et al., 2002; 
Eichlerová et al., 2007; Desai et al., 2011; Dhillon et al., 2012; Plačková et al., 2012; Hariharan et 
al., 2013). 
 
Le proprietà ossidative degli enzimi fungini offrono diversi vantaggi e sono di grande interesse per 
applicazioni industriali e biotecnologiche poiché sono catalizzatori specifici ed efficienti nonché 
ecologicamente sostenibili. Quindi gli enzimi fungini rappresentano un potenziale sostituto dei 
metodi classici comunemente impiegati nella decolorazione delle tinture; nella degradazione di 
coloranti azoici (azo dyes), composti policiclici aromatici (PAHs), xenobiotici, ecc.; nella 
biodegradazione e nel biorisanamento; nei trattamenti delle acque reflue; nella diagnostica e nella 
biosensoristica; nei processi di biopulping; nei sistemi di detossificazione e decontaminazione; nei 
metodi di conservazione e restauro dei beni culturali (Knapp et al., 1995; Banat et al., 1996; Kirk et 
al., 1998; Rodriguez et al., 1999; Martínez, 2002; Mayer et al., 2002; Bumpus, 2004; Claus, 2004; 
Desai et al., 2005; Baldrian, 2006; Barragán et al., 2006; Puvaneswari et al., 2006; Jiranuntipon et 
al., 2008; Madhavi et al., 2009; Syed et al., 2009; Brijwani et al., 2010; Erkurt et al., 2010; Chacko 
et al., 2011; Desai et al., 2011; Le Roes-Hill et al., 2011; Saratale et al., 2011; Imran et al., 2012). 
 
Un lavoro pionieristico condotto da Butlet (Butler et al., 1998) ha mostrato la capacità del fungo 
Phanerochaete chrysosporium di degradare la melanina mediante il sistema della manganese 
perossidasi (MnP). Molte indagini condotte sui sistemi enzimatici ligninolitici dei white rot fungi si 
sono concentrate su studi qualitativi dell’organizzazione genetica, sulla loro distribuzione in genomi 
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fungini, sui meccanismi di controllo trascrizionale e sulla loro espressione durante le infestazioni 
fungine del legno (Cullen, 1997; Kirk et al., 1998. Martinez et al., 2004). Inoltre sono state 
ampiamente studiate la struttura, la funzione e le potenziali applicazioni biotecnologiche degli 
enzimi ligninolitici finora isolati (Cameron et al, 2000;. Mester, 2000). Gli enzimi ligninolitici 
extracellulari e/o i loro mediatori sono escreti nel legno da funghi durante l’infestazione a causa 
dell’ossidazione elettronica degli anelli di benzene durante la decomposizione di subunità della 
lignina. Si ottiene, così, la formazione di radicali liberi di carbonio che, alla fine, porta alla 
degradazione del polimero (Srebotnik et al., 1997; Srebotnik et al., 2000; Cantarella et al., 2003). 
Mediatori sintetici della laccasi sono stati testati per uno sbiancamento enzimatico della polpa di 
cellulosa da cui risulta che il mediatore migliore è l’1-idrossibenzotriazolo (HBT) (Bourbonnais et 
al., 1997). 
Durante le operazioni di restauro, anche se l’infestazione fungina della carta viene completamente 
eliminata, la melanina potrebbe rimanere attaccata alle fibre interne del supporto ricoperto da 
micelio, essendo un polimero estremamente recalcitrante che non può essere rimosso per mezzo di 
tecniche di conservazione classiche. In studi precedenti sulla degradazione enzimatica di macchie 
fungine sulle carta, sono state testate le proteasi, le chitinasi, le lipasi e le glucanasi per la loro 
capacità di distruggere la parete cellulare fungina (Bloomfield et al., 1967; Florian et al., 1995). 
Nessuno di questi trattamenti, però, è riuscito a rimuovere le strutture fungine pigmentate dalla 
superficie del supporto cartaceo. Soltanto lo studio di Nieto-Fernandez (Koestler et al., 2003) ha 
dato i primi risultati concreti sulla capacità della ligninasi di digerire la melanina presente nelle 
macchie di natura fungina (Tavzes et al., 2009). 
Tavzes (Tavzes et al., 2009) ha condotto uno studio sui cambiamenti chimici indotti nella melanina 
e sullo sbiancamento del pigmento fungino presente nelle alterazioni cromatiche della carta ottenuto 
mediante il trattamento MnP e laccasi-1-idrossibenzotriazolo (laccasi-HBT). La melanina ha 
caratteristiche chimico-fisiche molto simili alla lignina, un componente importante di legno, e 
quindi gli enzimi ligninolitici dei funghi del marciume bianco sono stati testati per la loro selettiva 
capacità di degradazione della melanina. Il degrado della melanina è stato studiato sia in 
sospensioni liquide che su campioni di carta melaninizzati. I campioni in sospensione liquida sono 
stati testati per verificare eventuali cambiamenti nella loro composizione chimica (aspetto e relativa 
rappresentazione dei gruppi funzionali e dei legami chimici) con spettroscopia FTIR; mentre le 
variazioni  di colore dei campioni di carta melaninizzati sono stati studiati con un colorimetro. 
L’efficacia del trattamento sbiancante è stato determinato come un cambiamento di luminosità (∆L) 
nel sistema CIE Lab (L = luminosità, a = asse verde-rosso, b = asse giallo-blu). La melanina è stata 
ossidata nelle sospensioni liquide, e l’intensità della modifica varia a seconda del procedimento 
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impiegato. Le variazioni più marcate sono state osservate nel caso della melanina sottoposta a 
trattamento laccasi-HBT a pressione elevata. La decolorazione più importante dei campioni di carta 
melaninizzati è stata osservata dopo il trattamento con laccasi-HBT, come nel caso delle 
sospensioni in liquido, evidenziando l’assenza di danni nell’integrità dei campioni di carta.  
Lo studio condotto da Pohleven (Pohleven et al., 2008) ha lo scopo di valutare la potenziale 
capacità di biorisanamento dei ceppi fungini selezionati in grado di decomporre il legno e di loro 
enzimi capaci di degradare la melanina.  Le indagini sono state effettuate su campioni di carta 
sfruttando la capacità degradativa della laccasi. Il risultato più importante è stato osservato su 
campioni di carta infettati artificialmente e trattati con laccasi ad elevata pressione rispetto agli altri 
due trattamenti effettuati con  manganese perossidasi e lignina perossidasi. I funghi utilizzati 
nell’esperimento sono quattro: Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor e Hypoxylon fragiforme 
responsabili della carie bianca, e Gleophyllum trabeum resposabile della carie bruna. I white rot 
fungi ed i loro enzimi ossidativi sono stati testati per verificare l’azione degradativa selettiva nei 
confronti della melanina presente su opere d’arte lignee. La lignina perossidasi catalizza 
l’ossidazione di strutture non-fenoliche simili alla lignina in radicali cationi acrilici, un processo che 
si verifica anche nel caso di ossidazione di diversi idrocarburi policiclici aromatici (PAHs). La 
manganese perossidasi promuove anche la perossidazione dei lipidi insaturi, ed in presenza di 
queste condizioni vengono ossidate le strutture non-fenoliche simili alla lignina. L’attività di laccasi 
è limitata a composti con basso potenziale di ionizzazione come i fenoli. Tuttavia, è stato 
dimostrato che la gamma dei substrati per l’attività della laccasi si estende anche alle strutture non-
fenoliche simili alla lignina quando sono presenti i cosiddetti composti mediatori (2,2’-Azinobis-(3-
ethylbenzthiazolin-6-solfonate)ABTS; o hydroxyantranil acidHAA). I radicali liberi, quali 
prodotti di queste reazioni, continuano l’ossidazione delle sostanze inquinanti organiche. Dopo la 
perossidasi che apre le strutture ad anello aromatico mediante l’introduzione di ossigeno, altre 
specie più comuni di funghi e batteri possono degradare i prodotti all’interno delle cellule in CO2 ed 
in altri composti atossici. 
I trattamenti hanno mostrato che il sistema laccasi-HBT ha causato i cambiamenti più importanti 
nella composizione della melanina rispetto alle altre procedure. Il procedimento è avvenuto ad una 
pressione elevata quindi ad una concentrazione di ossigeno superiore nella soluzione che ha 
comportato una maggiore efficienza della laccasi confermata anche da un aumento della luminosità 
rilevata mediante misure colorimetriche. Di conseguenza è stato dimostrato che una laccasi isolata 
(con mediatore HBT) è in grado di cambiare l’aspetto dei campioni di carta melanizzati nella 
direzione desiderata grazie alla degradazione ed all’ossidazione della melanina DHN, l’agente 
responsabile della pigmentazione bruno-nerastra. La concentrazione di ossigeno diluito nella 
 48 
soluzione di reazione era tale che la laccasi è stata in grado di ossidare la maggior parte di HBT a 
disposizione e l’ossidazione della melanina ha avuto un successo maggiore rispetto alle altre 
combinazioni di reagenti. Un accurato controllo visivo dei campioni di carta melanizzati non ha 
evidenziato alcun danno significativo all’integrità del materiale a prescindre dai diversi trattamenti 
impiegati nella sperimentazione. 
Anche Nieto-Fernandez (Koestler et al., 2003) ha testato l’efficacia di enzimi ligninolitici prodotti 
dai white rot fungi del legno nella degradazione della melanina. Attualmente la capacità di alcuni 
enzimi di origine fungina di degradare la melanina viene studiata soprattutto per applicazioni in 
campo cosmetico poiché una forma di essa è presente anche nella pelle umana e ne determina la 
pigmentazione. Lo scopo dello studio è stato quello di selezionare ceppi fungini melanolitici capaci 
di produrre un appropriato enzima utile alla depigmentazione della pelle grazie allo sbiancamento 
dell’eumelanina. Lo screening ha rilevato attività melanolitica nel fungo Sporotrichum pruinosum 
che, coltivato in  condizioni particolari condizioni, è in grado di produrre un enzima melanolitico 
extracellulare. L’enzima concentrato e purificato potrebbe depigmentare con successo campioni di 
pelle umana. I risultati hanno dimostrato che, contrariamente agli agenti sbiancanti noti, l’enzima 
non agisce come un inibitore della pigmentazione piuttosto come un vero e agente sbiancante della 
melanina già formata. Questo nuovo approccio dell’impiego degli enzimi nella decolorazione della 
melanina sembra essere molto promettente e risulta particolarmente importante perché ha 
un’origine biologica che rende più accettabile il suo uso nella cosmesi (Mohorčič et al., 2007).  
Un importante studio è stato condotto da Rättö (Rättö et al., 2001) per sviluppare metodi 
biotecnologici capaci di rimuovere le alterazioni grigio-bluastre causate da funghi che crescono sia 
sulle piante che sul legname a spese, principalmente, dei tessuti parenchimali dell’alburno (Seifert 
et al., 1988; Zink et al., 1988 e 1989). I pigmenti di tali funghi sono classificati come melanine e 
sono presenti nelle pareti cellulari del micelio, ma talvolta possono anche essere secreti nel mezzo 
di crescita (Zink et al., 1988 e 1989). Le melanine sono in grado di aumentare sia la capacità di 
sopravvivenza che la competitiva dei funghi in condizioni ambientali avverse, e proteggono le 
pareti cellulari fungine dagli effetti deleteri degli enzimi idrolitici (Bell et al., 1986). 
Nel lavoro di Rättö (Rättö et al., 2001) i potenziali microrganismi, 17 funghi e 4 batteri, sono stati 
sottoposti a screening per determinare la loro capacità di degradare la melanina. La selezione è 
avvenuta utilizzando melanina extracellulare isolata dall’Aureobasidium pullulans impiegato come 
substrato. Su agar, è stata osservata la decolorazione ad opera di quattro ceppi fungini: Bjerkandera 
adusta, Galactomyces geotrichum, Trametes hirsuta e Trametes versicolor. Tutti i funghi hanno 
dimostrato un’elevata efficienza sia su un terreno a basso contenuto di azoto sia su un terreno a 
basso contenuto di glucosio. Nel caso di Bjerkandera adusta,  Galactomyces geotrichum e Trametes 
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versicolor è stato possibile evidenziare la capacità di degradare completamente la melanina 
utilizzando terreno costituito da agar e malto; mentre nel solo caso di Galactomyces geotrichum la 
decolorazione attuata dal fungo risultava meno evidente su un terreno ricco di nutrienti. Infine 
l’attività di degradativa della melanina messa in opera da Galactomyces geotrichum è apparsa 
localizzata essenzialmente nel micelio, ma potrebbe essere liberata nel mezzo di coltura mediante 
l’uso di enzimi. I batteri selezionati, invece, non sono in grado di decolorare la melanina presente 
nei funghi.  
 
 2.5.1 I coloranti ed i meccanismi di decolorazione 
Lo stretto legame tra la melanina, sostanza fenolica derivata dagli idrocarburi aromatici per la 
sostituzione di uno o più atomi di idrogeno con gruppi ossidrile (OH–), e la lignina, polimero 
tridimensionale molto complesso composto di alcoli aromatici, ha suggerito di effettuare una serie 
di ricerche sui coloranti e sui meccanismi di biodegradazione. 
 
I metodi biologici sono basati su biotrasformazioni microbiche dei coloranti, realizzati per essere 
stabili, di lunga durata e, solitamente, non facilmente biodegradabili. Nondimeno molte ricerche 
hanno dimostrato una biodegradazione parziale o completa dei coloranti da colture pure e miste di 
batteri (Mazmanci, 2010). Infatti per una valutazione generale della biodegradabilità dei coloranti è 
necessario considerare le strutture chimiche e la loro classe di appartenenza. Finora le principali 
indagini sulle biotrasformazioni operate da batteri sono state effettuate maggiormente per la classe 
chimica di coloranti più abbondante, ossia quella degli azoici. La tipologia della natura elettronica 
del legami in essi presenti ostacola la suscettibilità delle reazioni ossidative delle molecole presenti 
nei coloranti azoici. Pertanto tali coloranti resistono, generalmente, alla biodegradazione operata da 
batteri aerobi (Pagga et al., 1986; Jimenez et al., 1988; Shaul et al., 1991; Ganesh et al., 1994; 
Pagga et al., 1994; Saratale et al., 2011). Infatti solo batteri corredati di speciali enzimi riducenti 
sono stati riscontrati in fenomeni di biodegradazione dei coloranti azoici in complete condizioni 
aerobiche. Al contrario, la rottura dei legami azoici in condizioni anaerobiche è molto meno 
specifica.  
Generalmente, il processo di biodegradazione batterica dei coloranti azoici consiste di due fasi. La 
prima fase prevede la scissione dei legami azoici con la conseguente formazione di ammine 
aromatiche, generalmente incolore, ma potenzialmente pericolose. Tali sostanze, generalmente, non 
possono essere ulteriormente degradate in condizioni anaerobiche pertanto il trattamento deve 
essere considerato semplicemente come la prima fase della degradazione completa di coloranti 
azoici. La seconda fase, quindi, prevede la conversione delle ammine aromatiche prodotte mediante 
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biodegradazione batterica in condizioni aerobiche (Walker, 1970; Levine, 1991; Chung et al., 1992 
e 1993; Bumpus, 1995; Banat et al., 1996; Delee et al., 1998; McMullan et al., 2001; Stolz, 2001; 
Saratale et al., 2011). La bioriduzione di coloranti azoici in condizioni anaerobiche è aspecifica e, 
presumibilmente, è un processo extracellulare costituito da tre diversi meccanismi: riduzione 
enzimatica diretta, riduzione indiretta mediata e riduzione chimica. Una reazione enzimatica diretta 
o una reazione indiretta mediata è catalizzata da cofattori enzimatici biologicamente rigenerati o da 
altri trasportatori di elettroni (Guo et al., 2010; Saratale et al., 2011).  
In vitro, due tipi di azo-riduttasi citoplasmatici NAD(P)H dipendenti sono stati descritti da Chen 
(Chen, 2006), ma una significativa attività riduttasi si osserva solo con estratti di cellule piuttosto 
che con cellule batteriche intere (Russ et al., 2000; Blümel et al., 2002). Poiché molti coloranti sono 
polari e/o sono molecole di grandi dimensioni per le quali non possono esserci proteine di trasporto, 
è improbabile che essi possono passare attraverso la membrana cellulare per entrare all’interno della 
cellula dove possono essere utilizzate da enzimi riduttasi non specifici. Pertanto, si ipotizza che la 
riduzione batterica dei coloranti sia, principalmente, un processo extracellulare (Keck et al., 1997; 
Robinson et al., 2001; Pearce et al., 2003). Questo ipotesi è supportata dai risultati che dimostrano 
come l’escreto microbico o i mediatori redox artificiali catalizzano i processi di decolorazione 
(Keck et al., 1997; Kudlich et al., 1997; Rau et al., 2002). Recentemente, Brigé (Brigé et al., 2008) 
ha dimostrato che la decolorazione dei coloranti è un processo di riduzione extracellulare che 
richiede un percorso di trasferimento di elettroni multicomponente che consiste di membrana 
citoplasmatica, periplasmatica e componenti di membrana esterna. Analogamente, è stata 
dimostrata la capacità dei batteri di rimuovere i coloranti azoici da un terreno solido costituito da 
agar. Ciò ha suggerito l’accumulo di enzimi redox attivi o sostanze biochimiche che vengono 
rilasciate nel mezzo durante la crescita delle cellule batteriche (Khalid et al., 2008). Questi studi 
implicano che gli equivalenti riducenti vengono trasferiti da una catena di trasporto intracellulare 
degli elettroni ai mediatori che, conseguentemente, riducono il colorante extracellulare in modo non 
enzimatico. Un’altra ipotesi è che i batteri siano in grado di stabilire una relazione tra il loro sistema 
di trasporto intracellulare degli elettroni ed il colorante extracellulare via trasferimento elettronico 
delle proteine nella membrana esterna, riducendo in definitiva il colorante, direttamente o 
indirettamente, tramite mediatori redox (Pearce et al., 2003; Brigé et al., 2008; Khalid et al., 2010). 
In condizioni anaerobiche o anossiche, il clivaggio del legame azoico (-N=N-), ossia la sua rottura, 
è condotto da enzimi specifici, catalizzando solo la riduzione dei coloranti azoici, o enzimi 
aspecifici, enzimi non specifici che catalizzano la riduzione di una vasta gamma di composti, tra cui 
i coloranti azoici. La scissione del legame azoico (-N=N-) procede attraverso due fasi che 
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comportano un trasferimento di quattro elettroni (equivalenti riducenti): in ogni stadio due elettroni 
vengono trasferiti al colorante azoico che agisce come un accettore finale di elettroni (Fig. 10). 
 
Figura 10. Meccanismo di decolorazione dei coloranti azoici (Guo et al., 2010). 
 
Il grado di decolorazione dipende dalla fonte di carbonio organico aggiunto, nonché dalla struttura 
chimica del colorante, dalla natura dei sostituenti e dalla loro relativa posizione (Pasti-Grigsby et 
al., 1992; Paszczynski et al., 1992; Khan et al., 2010). Inoltre la biodegradazione di alcuni coloranti 
azoici migliora in specifiche condizioni, in particolare quando la disponibilità di azoto è limitata 
(Loidl et al., 1990; Spadaro et al., 1992; Saratale et al., 2011).  
In realtà non vi è alcuna correlazione tra il grado di decolorazione ed il peso molecolare, indicando 
che la decolorazione non è un processo specifico e la permeabilità cellulare non è importante per il 
processo. Allo stesso tempo, questo meccanismo di riduzione anaerobica del colorante azoico 
intracellulare o extracellulare è una questione ancora aperta poiché non tutti i coloranti azoici 
possono essere ridotti con un processo intracellulare. Per esempio, l’elevato peso molecolare dei 
coloranti azoici polimerici e l’elevata polarità dei coloranti azoici solforati rendono difficile il 
passaggio delle molecole attraverso la membrana cellulare. E’ stato rilevato che il grado di 
decolorazione dei coloranti azoici solforati aumenta mediante l’impiego di estratto di cellule libere 
nonchè per aggiunta di toluene - un composto che aumenta la lisi cellulare - mostrando quindi la 
limitata permeabilità della membrana a questo tipo di colorante (Stolz, 2001). Inoltre l’azo riduttasi 
è stata riscontrata in tutto il citoplasma batterico senza mostrare associazione alle membrane o ad 
altre strutture organizzate, ma è stata secreta inizialmente in qualità di un azo-riduttasi in vivo (Guo 
et al., 2010). 
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Diversi studi hanno dimostrato una degradazione parziale o completa dei coloranti ad opera di 
colture pure e miste di batteri (Tab. 1) anche se, in diversi casi di applicazione di biotrattamenti, le  
seconde hanno dimostrato di essere superiori alle prime. Infatti è stato dimostrato che si può attere 
un risultato migliore di biodegradazione mediante l’impiego di colture batteriche miste a seguito 
della complementarità delle vie cataboliche presenti all’interno di una comunità microbica non 
riscontrabile, invece, nei singoli ceppi puri (Nigam et al., 1996; Chang et al., 2004; Khehra et al., 
2005; Moosvi et al., 2007; Saratale et al., 2011). Recentemente, tuttavia, diversi ricercatori hanno 
identificato singoli ceppi batterici estremamente efficaci nella rimozione dei coloranti azoici 
(Pearce et al., 2006; Hong et al., 2007; Xu et al., 2007; Khalid et al., 2008 e 2009). Al contrario 
delle colture miste, l’uso di una coltura batterica pura presenta diversi vantaggi quali  prestazioni 
prevedibili ed una conoscenza dettagliata sulle vie di degradazione che comporta una migliore 
garanzia sul fatto che il catabolismo dei coloranti porterà alla fine prodotti non tossici in 
determinate condizioni ambientali. Un altro vantaggio consiste nella possibilità di monitorare i 
ceppi batterici e le loro attività mediante metodi molecolari per quantificare la densità di 
popolazione nel tempo, dato importante per l’analisi quantitativa della cinetica di decolorazione e 
mineralizzazione dei coloranti azoici (Khalid et al., 2010). 
Una procedura di decolorazione molto interessante è rappresentata dall’impiego di cellule batteriche 
immobilizzate. A causa della immobilizzazione, i biocatalizzatori mostrano una maggiore stabilità 
operativa rispetto al sistema libero e ciò è dovuto al fatto che l’immobilizzazione migliora, 
generalmente, la stabilità degli enzimi che sono molto meno esposti agli inibitori, quali alogenuri e 
chelanti del rame, rispetto al sistema enzimatico libero (Rogalski et al., 1995; Khan et al., 2010).  
Inoltre l’immobilizzazione non solo semplifica la separazione ed il recupero dei batteri, ma rende 
anche l’applicazione riutilizzabile riducendo i costi complessivi. Materiali immobilizzati, inoltre, 
hanno comparativamente maggiore durata operativa per la maggiore stabilità delle macromolecole o 
cellule e, di conseguenza, la protezione da eventuali condizioni avverse. Batteri immobilizzati sono 
stati impiegati con successo in diversi settori come la tutela ambientale (biocatalizzatori nei 
trattamenti delle acque reflue) oltre che in numerose industrie quali quella alimentare, chimica, 
farmaceutica, ecc. (Khan et al., 2010).  
I metodi di immobilizzazione delle cellule batteriche possono essere classificati in quattro principali 
categorie: matrice di intrappolamento, microincapsulamento, adsorbimento e legame covalente 
(AA.VV., 2010). Tra di essi, l’intrappolamento in perle di gel di alcool polivinilico (PVA) risulta 
essere il migliore a seguito della facilità d’uso, del basso costo, della ridotta tossicità ed elevata 
stabilità operativa. Fang (Fang et al., 2004) ha evidenziato la necessità di seguire alcune precauzioni 
operative durante l’applicazione dei trattamenti di decolorazione per preservare la resistenza 
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meccanica delle perle di gel in cui sono immobilizzate le cellule batteriche al fine di aumentare la 
rimozione del colore (Khan et al., 2010). 
Sulla base sia delle caratteristiche e potenzialità dei microrganismi che dei vantaggi delle tecniche 
di immobilizzazione, tali metodi sono stato studiati da diversi ricercatori. Alcuni studi si sono 
concentrati sull’utilizzo di differenti tipi di pietre e vetri quali supporto di immobilizzazione per i 
batteri sia in condizione aerobica che anaerobica (Georgiou et al., 2005; Senan et al., 2003). I 
risultati ottenuti hanno evidenziato la capacità di decolorare e degradare i coloranti azoici ad opera 
di numerosi microrganismi, aerobi e anaerobi, preferibilmente impiegati in colture miste per 
sfruttare la loro stabilità e versatilità (Binkley et al., 2003; Sharma et al., 2004; Khan et al., 2010). 
 
La valutazione della capacità di attuare un processo di degradazione dei coloranti azoici mediante 
attività enzimatica ligninolitica ad opera dei ceppi batterici selezionati per la sperimentazione 
oggetto della presente tesi di Dottorato, è basata su studi condotti da diversi ricercatori. Banat 
(Banat et al., 2006) propone una breve panoramica dei più importanti lavori realizzati a partire dagli 
anni ‘70, durante i quali iniziarono le prime ricerche finalizzate ad isolare colture batteriche in 
grado di degradare coloranti azoici. Lo studioso ricorda le relazioni di Horitsu (Horitsu et al., 1977) 
in riferimento a studi effettuati sul Bacillus subtilis; poi di Idaka (Idaka et al., 1978), 
sull’Aeromonas hydrophila; infine di Wuhrmann (Wuhrmann et al., 1980) sul Bacillus cereus. 
Isolare tali microrganismi si è rivelato un compito difficile come nel caso dei ceppi di Pseudomonas 
(Kulla, 1981), il cui isolamento ed impiego nei processi di degradazione dei coloranti ha richiesto 
diverse indagini e tempi molto lunghi. Zimmermann (Zimmermann et al., 1982) scoprì un enzima 
azo-riduttasi responsabile dell’inizio del degrado del colorante Orange II ad opera proprio dei ceppi 
di Pseudomonas. Successivamente a tali indagini vennero scoperte numerose altre specie di batteri 
appartenenti al ceppo di  Pseudomonas, ma anche a quello di Aeromonas (Ogawa et al., 1986;. 
Yatome et al., 1987.; Ogawa et al., 1990; Yatome et al., 1990). In una recensione, Groff (Groff et 
al., 1989) ha descritto una serie di culture batteriche, quali Rhodococcus sp., Bacillus cereus, 
Plesiomonas sp. e Achromobacter sp., aventi capacità di attuare un processo di degradazione dei 
coloranti azoici. Gli studi hanno preso un nuovo slancio a partire dagli anni ‘90 grazie al lavoro di 
Cripps (Cripps et al., 1990). Lo studioso, infatti, ha dimostrato la capacità del white rot fungi 
Phanerochaete chrysosporium di degradare diversi coloranti azoici, tematica poi ripresa da altri 
ricercatori (Paszczynski et al., 1991; Pasti-Grigsby et al., 1992; Spadaro et al., 1992; Banat et al., 
1996; Young et al., 1997; Swamy et al., 1999; Chagas et al., 2001; Fu et al., 2001; Knapp et al., 
2001; Martins et al., 2001; McMullan et al., 2001; Robinson et al., 2001; Stolz, 2001). Infatti il 
Phanerochaete chrysosporium è servito da modello per lo studio della degradazione dei coloranti 
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azoici operata da molti altri white rot fungi. Mou (Mou et al., 1991) ha dimostrato che diversi ceppi 
di Myrothecium e Ganoderma hanno la capacità di decolorare l’Orange II nonché altri due coloranti 
diazo solfonati denominati RS(WC) e IOB(H/C); Haug (Haug et al., 1991), invece, ha descritto un 
consorzio batterico in grado di mineralizzare il colorante azoico solforato Mordant Yellow. La 
particolarità del processo consisteva in un’alternanza delle condizioni, da anaerobiche ad aerobiche, 
necessaria per raggiungere la completa degradazione. Questo era necessario in quanto diversi batteri 
del consorzio avevano bisogno di condizioni differenti per reagire in maniera ottimale: la principale 
scissione del legame azoico richiede enzimi riduttasi che operano, principalmente, in condizioni 
anaerobiche. Paszczynski (Paszczynski  et al., 1992) ha confrontato l’efficienza di una cultura di 
Streptomyces chromofuscus con quella del white rot fungi Phanerochaete chrysosporium ed ha 
concluso che il batterio potrebbe essere in grado di effettuare un processo di degradazione dei 
coloranti azoici, ma in misura minore rispetto al fungo della carie bianca. Le ricerche eseguite da 
Heiss (Heiss et al., 1992), invece, si sono basate sull’utilizzo del batterio Rhodococcus sp., 
effettivamente in grado di degradare coloranti azoici solforati quali Orange II e Amido Nero, per 
clonare i frammenti di DNA codificanti azo-riduttasi in un mutante che aveva perso la capacità di 
degradazione, restituendogliela. Ancora vengono ricordati gli studi di Zhou (Zhou et al., 1993) che 
hanno messo in evidenza la capacità di diversi attinomiceti di decolorare numerosi e differenti 
coloranti compresi antrachinoni, ftalocianine e coloranti azo, mediante adsorbimento e senza alcuna 
degradazione. E’ stato rilevato, inoltre, che coloranti azoici a base di rame (Cu) venivano 
completamente degradati attraverso l’utilizzo degli stessi attinomiceti. Un altro caso riportato da 
Banat (Banat et al., 2006) riguarda il batterio Pseudomonas luteola studiato da Hu (Hu, 1994). I 
risultati ottenuti hanno stabilito che tale microrganismo è capace di rimuovere diversi coloranti 
azoici, come Red G, RBB, RP2B e V2RP, isolati dai fanghi delle acque reflue provenienti da 
industrie tessili. La degradazione completa è stata osservata per gli ultimi tre coloranti; mentre per il 
colorante Red G è stata osservata solo una scissione del legame azoico da parte del batterio. Wong 
(Wong et al., 1996) ha studiato altri ceppi batterici quali Klebsiella pneumoniae RS-13 e 
Acetobacter liquefaciens S-1 capaci di decolorante il Methyl Red (MR). Lo studioso ha ritenuto che 
tali batteri possano essere usati in applicazioni future per un’efficiente rimozione di coloranti azoici 
contenuti in effluenti industriali. 
Ancora lo studio condotto da Barragán (Barragán  et al., 2006) si è basato sull’utilizzato di tre ceppi 
batterici: Enterobacter, Pseudomonas e Morganella per verificare la loro capacità degradativa nei 
confronti del colorante azoico Acid Orange 7 aggiunto a particolari terreni quali caolino, bentonite e 
polvere di carbone attivo (PAC). I risultati ottenuti dimostrano che l’aggiunta di colture batteriche 
sulle superfici di terreni solidi contenenti il colorante scelto produce una loro degradazione, a 
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dimostrazione del fatto che la biodegradazione di alcuni composti recalcitranti, come i coloranti 
azoici, può essere facilitata dalla presenza di superfici che hanno caratteristiche tali da promuovere 
la formazione di nicchie microaerofili che facilitano la crescita microbica. 
Young (Young et al., 1997) ha condotto studi sul fungo Trametes versicolor in grado di decolorare 
una grande varietà di coloranti tra cui quattro di natura azoica, quali Acid Violet 7, Reactive Black 
5, Acid Orange 74 e Acid Black 24; le ricerche effettuate da Shin (Shin et al., 1998) e da Novotny 
(Novotny et al., 2001), invece, hanno avuto per oggetto il Phanerochaete chrysosporium ed il 
Pleurotus ostreatus che, mediante perossidasi, è riuscito a decolorare diversi tipi di coloranti 
compresi quelli azoici come Congo Red, Methyl Orange, Reactive Orange 16, Reactive Black 5 e 
Naphthol Blue Black. Entrambi i ceppi fungini, sostanzialmente, sono in grado di degradare i più 
importanti coloranti azo- e diazoici quali antrachinonici, eterociclici, trifenilmetano, ftalocianina, 
ecc.. I lavori eseguiti da Swamy (Swamy et al., 1999) hanno osservato le capacità di diversi funghi 
quali Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera sp. BOS55, Pleurotus ostreatus, Trametes 
hirsuta e Trametes versicolor nei processi di decolorazione di sei coloranti, di cui quattro coloranti 
azoici, nelle culture in piastra. I risultati ottenuti hanno evidenziato che il Pleurotus ostreatus non 
era in grado di decolorare Amaranth, Remazol Black B, Tropaeolin O. e Remazol Brilliant Orange 
3R (coloranti azoici), Reactive Blue 15 (fitocianina) e Remazol Brilliant Blue R (antrachinone). 
Mentre Bjerkandera sp. BOS55 e Trametes versicolor risultavano più efficaci essendo in grado di 
decolorare tutti i coloranti oggetto di studio. Infine è stato rilevato che Phanerochaete 
chrysosporium e Trametes hirsuta possiedono una capacità intermedia di decolorazione. Il primo 
non è riuscito a decolorare Remazol Brilliant Orange 3R e solo parzialmente il Tropaeolin O.; 
mentre ha causato notevoli decolorazione nel caso dell’Amaranth,  Remazol Black B e Reactive 
Blue 15. Il secondo è risultato capace di decolorare l’Amaranth ed il  Remazol Black B, ma non ha 
avuto nessun effetto sul Remazol Brilliant Orange 3R e ha decolorato solo parzialmente Reactive 
Blue 15 e Tropaeolin O. Le indagini condotte da Pointing (Pointing et al., 2000) hanno avuto per 
oggetto il fungo Pycnoporus sanguineus impiegato per decolorare due coloranti trifenilmetano (blu 
di bromofenolo e verde malachite) e due coloranti azoici (Orange G e Amaranth). Lo studioso ha 
riscontrato una maggiore resistenza alla degradazione dei coloranti azoici rispetto agli altri. 
Jarosz-Wilkołazka (Jarosz-Wilkołazka et al., 2002) ha confrontato 115 funghi di diversi gruppi 
fisio-ecologici sulla base della loro capacità di decolorare due coloranti strutturalmente diversi in 
piastre di agar. E’ stato riscontrato che il colorante azoico Acid Red 183 risultava essere molto più 
resistente alla decolorazione rispetto al colorante antrachinonico Basic Blue 22. Infatti tra i funghi 
testati, 69 ceppi hanno mostrato decolorazione del colorante antrachinonico entro 5-14 giorni 
dall’inoculo fungino, mentre solo 16 ceppi sono stati in grado di decolorare il colorante azoico entro 
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21 giorni dall’inizio dello studio. Inoltre, è stato esaminato il potere di decolorazione dei coloranti 
dei tre ceppi fungini in riferimento ai loro fattori ossidativi extracellulari sia enzimatici che non 
enzimatici. In colture acquose statiche, i funghi Bjerkandera fumosa, Kuehneromyces mutabilis e 
Stropharia rugosoannulata hanno formato materiale fungino non in grado di decolorare i coloranti 
al di là di qualche assorbimento da parte del micelio. In confronto alle culture statiche, le culture 
poste in agitazione a 180 rpm hanno rimosso dal 75% al 100% del colore Basic Blue 22 e dal 20% 
al 100% del colore Acid Red 183.  
Un altro importante lavoro è stato realizzato da Selvam (Selvam et al., 2003) che ha utilizzato il 
white rot fungi Thelephora sp. per la decolorazione di tre coloranti azoici: Orange G, Congo Red e 
Amido Black 10B. I risultati ottenuti mostrano un’efficacia pari al 19% per l’Orange G rimosso 
mediante laccasi, mentre la percentuale scende al 13,5% nel caso della lignina perossidasi e al 
10,8% per la manganese perossidasi a parità di concentrazione. Prendendo in considerazione 
l’effetto della laccasi nei confronti del Congo Red e dell’Amido Black le percentuali sono pari al 
12,0% e al 15,0%, rispettivamente. Nel complesso i risultati mostrano un’elevata efficacia di 
rimozione dei coloranti Congo Red (97,1%) e Amido Black (98,8%), mentre l’Orange G (33,3%) è 
risultato essere il colorante più recalcitrante tra quelli utilizzati. 
Lo scopo del lavoro di Kiiskinen (Kiiskinen et al., 2004), invece, è stata la ricerca di nuovi 
potenziali laccasi per applicazioni industriali. I 26 funghi selezionati sono stati coltivati si terreni 
solidi contenenti dei coloranti di riferimento (Remazol Brilliant Blue R, Poly R-478, Guaiacolo e 
Acido Tannico) che hanno consentito l’individuazione dell’attività di laccasi a seguito di reazioni 
colorate. Il lavoro di screening ha portato all’isolamento Peniophora, Rhizopus, Mucor e 
Trichoderma che rappresentano quattro nuovi generi fungini in grado di produrre laccasi efficienti 
per la decolorazione dei composti coloranti polimerici scelti mai studiati finora. E’ stato rilevato che 
le caratteristiche biochimiche delle quattro nuove laccasi erano tipiche delle laccasi fungine in 
termini di peso molecolare, pH e punto isoelettrico. Le laccasi hanno mostrato una buona stabilità 
termica a 60°C. I risultati indicano che il test eseguito rappresenta un metodo semplice ed efficiente 
per scoprire nuovi produttori di laccasi potenzialmente applicabili nel settore industriali. Inoltre lo 
screening ha confermato la produzione di laccasi in funghi già studiati in passato e noti per le loro 
attivatà enzimatiche quali Pholiota (Bollag et al., 1984), Phlebia (Niku-Paavola et al., 1990), 
Bjerkandera (Rohrmann et al., 1992; Kaal et al., 1993), Sporotrichum (Rohrmann et al., 1992; 
Luterek et al., 1997) e Chrysosporium (Buckley et al., 1998). 
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3. MATERIALI E METODI 
3.1 Riproduzione del danno biologico su provini cartacei 
3.1.1 Caratterizzazione e preparazione dei campioni di carta  
I campioni di carta sono stati ricavati da tre tipologie di carta, diverse per caratteristiche e 
composizione, in modo da poter valutare sia la variabilità dell’attacco fungino in base al substrato di 
crescita sia le eventuali differenze nell’efficacia dei trattamenti di rimozione delle macchie. Le carte 
scelte per il progetto vengono di seguito elencate e descritte. 
 
Carta Whatman CHR 1 (Cat. No. 3001917) Whatman International Ltd. made in England: 
  100% puro linter di cotone, 
  pH 5,80. 
  
Carta Perusia: 
 78% linter di cotone, 
 22% cotone, 
 pH 6,50. 
 
Carta Mezzofino (Cat. No. 200953) prodotta dall’Istituto Poligrafico dello Stato: 
 45% cellulosa di paglia bianchita, 
 25% di cellulosa di abete trattata con solfito, 
 20% di polpa di pioppo, 
 5% di solfato di allumina, 
 3% di collante, 
 2% di caolino, 
 pH 5,45.  
 
Le tre tipologie di carta sono state pesate mediante una bilancia di precisione (Mettler Toledo - 
Mod. AK 160) per determinarne la grammatura (Poles et al., 1974) e caratterizzate attraverso sia 
l’analisi microscopica dell’impasto fibroso che l’analisi per la presenza di collanti.  
L’analisi dell’impasto fibroso è stata eseguita sottoponendo i campioni di carta a bollitura in acqua 
distillata e poi sono stati lavorati con le mani per rompere i legami che tengono saldate le fibre 
stesse. Quindi i frammenti sono stati posti in un tubo da saggio contenente acqua distillata (~10ml) 
ed agitati, in modo da ottenere una sospensione di fibre. Successivamente con una canna di vetro è 
stata prelevata una piccola quantità di sospensione, si pone sul vetrino porta-oggetto e si lascia 
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asciugare. Il riconoscimento delle fibre è stato effettuato mediante l’utilizzo di particolari reattivi 
che colorano le strutture in modo diverso a seconda della loro natura. Il reattivo di Herzberg al 
cloroioduro di zinco evidenzia le fibre di cotone, lino e canapa che assumono un colore rosso 
vinoso; le paste chimiche a basso contenuto di lignina (abete, pioppo, pino, ecc.) assumono una 
colorazione variabile dal blu, blu-viola al blu-rossastro; le paste chimiche ad alto contenuto di 
lignina, le paste meccaniche di legno e le paste semichimiche assumono una colorazione variabile 
dal giallo-bluastro fino al giallo netto. Si preleva qualche goccia del reattivo, si pone sul vetrino e si 
lascia agire qualche istante quindi si elimina l’eccesso con della carta da filtro (Grandis, 1989). Le 
immagini ottenute dai campioni di cellulosa dei tre tipi di carta sono state comparate con immagini 
di riferimento ed in particolare con quanto riportato nel “Color atlas for fiber identification” di 
Graff (Graff, 1940). 
L’identificazione dei collanti è stata eseguita sull’estratto acquoso ricavato dalla bollitura della 
carta, mediante opportuni saggi chimici. Il riconoscimento della gelatina è stato effettuato mediante 
l’impiego dei reattivi di Schmidt A [3g di (NH4)6Mo7O24+140ml di H2O] e Schmidt B [10ml di 
HNO3+130ml H2O] in parti uguali: in presenza di questo collante si forma un precipitato bianco 
lattiginoso. (Grandis, 1989). Il riconoscimento dell’amido è stato effettuato mediante l’impiego di 
un reattivo allo iodio-ioduro di potassio che conferisce una colorazione blu alla soluzione (Grandis, 
1989).  
 
Successivamente i campioni cartacei sono stati esaminati al microscopio elettronico a scansione e, 
per mezzo della microanalisi EDS, è stata eseguita la caratterizzazione delle componenti 
inorganiche presenti sulla loro superficie (SEM-VP EVO 50 XVP Carl-Zeiss Electron Microscopy 
Group + EDS Inca Energy 250 Oxford). Inoltre, per la misura di pH, sono state utilizzati due 
protocolli: il metodo distruttivo del “pH estratto”, (http://www.aticelca.it) per caratterizzare le carte 
tal quali ed il metodo non distruttivo della “misura del pH superficiale” per i campioni trattati con i 
funghi (http://www.aticelca.it). Infine sono state condotte misure colorimetriche per la valutazione e 
la comparazione delle macchie fungine mediante un colorimetro portatile (Chroma Meter CR-200 
Minolta Ver. 3.0) (Cfr. Par. 3.4.3 Misure colorimetriche pp. 76).  
 
Infine sono stati realizzati dei campioni di carta larghi 2cm e lunghi 5cm per l’applicazione dei 
trattamenti enzimatici e della dimensione di 2x2cm per l’applicazione dei trattamenti batterici, per 
una questione di praticità rispetto alle dimensioni delle piastre Petri che utilizzate nella 
sperimentazione. 
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I campioni di carta così ottenuti sono stati sistemati in piastre di vetro e sterilizzati in autoclave a 
121°C per 30 minuti per eliminare eventuali microrganismi contaminanti già presenti sul materiale 
cartaceo. 
 
3.1.2 Coltura in vitro dei ceppi fungini  
Al fine di riprodurre il danno biologico, i campioni di carta appartenenti alle tre diverse tipologie 
sono stati inoculati con tre diverse specie fungine (Tab. 4). 
 
Tabella 4. Specie fungine scelte per la sperimentazione e relativa banca di provenienza. 
Specie fungine Provenienza 
Aureobasidium pullulans [(De Bary) G. Arnaud] MUTa 
Aspergillus terreus (Thom) ATCCb 
Eurotium chevalieri (L. Mangin) ICPLc 
aMUT Micoteca Universitaria di Torino Dipartimento di Biologia Vegetale Università degli Studi di Torino, Viale 
Mattioli n. 25, 10125 Torino - Italia. 
bATCC: American Type Culture Collection (ATCC) 10801 University Boulevard, Manassas (VA), 20110-2209 USA.  
cICPL (Istituto Centrale per la Patologia del Libro): Collezione di Colture di funghi filamentosi dell’Istituto Centrale  
per la Patologia del Libro (ora ICRCPAL), Laboratorio di Biologia, Via Milano n. 76, 00184 Roma - Italia.  
 
Aureobasidium pullulans 
Classificazione: Dothioraceae, Dothideales, Dothideomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota, 
Fungi (Annals d’École National d’Agriculture de Montpellier, Serie 2, Vol. 16, No. 39, pp. 1-4, 1918 [1917]). 
 
Le colonie si presentano lisce e spesso coperte da una massa  
viscosa di spore di colore giallo, crema, rosa, marrone o nero 
con ifee settate (2-16µm di diametro) ialine e con pareti lisce e 
sottili. A volte si forma del micelio aereo, scarso e poco 
fioccoso. In colture più vecchie possono formarsi ife di colore 
bruno-nerastro con pareti spesse ed essudati neri entrambi 
costituiti da melanina, un pigmento insolubile in acqua, in 
soluzioni acide e nei comuni solventi organici (Domsch et al., 
2007). 
 
 
 
 
 
 
 
40x 
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Aspergillus terreus 
Classificazione: Trichocomaceae, Eurotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi 
(Thom & Church, American Journal of  Botany, Vol. 5, pp. 85-86, 1918). 
 
 
Le colonie raggiungono un diametro di 3,5-5,0 cm in 7 
giorni e, generalmente, consistono in un denso strato di 
conidiofori giallo-marroni che diventano scuri con il passare 
del tempo. I conidiofori sono ialini e con pareti lisce. I conidi 
sono globosi, o ellissoidali, con un diametro di 1,5-2,5µm, da 
ialini a leggermente gialli, con pareti lisce (Samson et al., 
2000). 
 
 
 
 
Eurotium chevalieri 
Classificazione: Trichocomaceae, Eurotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Ascomycota, Fungi (Annales de 
Sciences Naturelles, Botanique, Serie 9, Vol. 10, p. 361, 1910). 
 
Le colonie  si presentano piatte, a volte rugose al centro, con 
i margini irregolari. Le teste dei conidi di colore grigio-
verde, generalmente, proiettano verso l’alto uno strato di 
abbondanti ascomi circondati da ife di color rosso-arancio. 
Gli ascomi si estendono abbondantemente su tutta la colonia, 
sono globosi o subglobosi con un diametro di 8-10µm. Le 
ascospore sono lenticolari, 4,5-5x3,5µm di dimensioni con 
una superficie piana o rugosa ed una cresta equatoriale 
(Samson et al., 2000). 
 
 
 
La coltura in vitro dei ceppi fungini ha previsto la preparazione di terreni costituiti da agar nutritivo 
che forniscono al fungo gli elementi necessari per lo sviluppo e la crescita, che avviene 
generalmente in 5 giorni alla temperatura di 25°C. In particolare i terreni utilizzati sono stati il PDA 
(Potato Dextrose Agar, Oxoid Cod. No. CM00139 – pH 5,6±0,2) ed il MEA 2% (Malt Extract, 
Oxoid Cod. No. LP0039 + Agar Bacteriological, Agar No. 1, Oxoid, Cod. No. LP0011 – pH 
7,6±0,2).  
L’inoculo dei funghi è stato effettuato operando sotto cappa a flusso laminare per evitare 
contaminazioni: con delle bacchette in plastica sterili sono stati prelevati dei frammenti delle 
40x 
40x 
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diverse colonie fungine (Tab. 4) e sono stati inoculati sui terreni di coltura solidi. Le piastre così 
realizzate sono state incubate in termostato a 25°C per favorire lo sviluppo dei funghi.  
 
Le colonie cresciute su terreno solido sono state osservate sia allo stereomicroscopio che al 
microscopio ottico al fine di individuare le strutture microscopiche del fungo, permettendo il 
riconoscimento delle caratteristiche anatomiche specifiche. 
 
3.1.3  Inoculo dei funghi sui campioni di carta  
A maturazione delle strutture conidiali dei ceppi fungini precedentemente selezionati sono state 
preparate delle sospensioni di spore a titolo noto (concentrazione microbica pari a 2x104 CFU/ml), 
al fine di  inoculare la medesima quantità di materiale fungino sui diversi campioni di carta. Le 
sospensioni sono state preparate in 10 ml di una soluzione di H2O distillata e Tween 40 allo 0,25%, 
un tensioattivo che consente di mantenere le spore fungine separate per facilitarne il conteggio con 
la Camera di Thoma.  
Le sospensioni sono state diluite opportunamente con del brodo nutritivo (Czapek Dox Broth, 
Oxoid Cod. No. CM0097)  sia per ottenere inoculi con lo stesso titolo in spore sia per fornire alle 
spore nutrimento minimale per favorirne la germinazione sulla carta.  
L’inoculo delle carte è stato realizzato prelevando 100µl della sospensione con una pipettatrice e 
distribuendoli in due punti sulle strisce di carta posizionate in piastre Petri. Per permettere lo 
sviluppo delle colonie le piastre Petri contenenti le carte sono state sistemate in una campana di 
vetro con doppio fondo contenente acqua distillata, che mantiene un’umidità relativa costante 
(100% circa) ed incubate nel termostato a 25°C per una settimana (Fig. 18). 
Avvenuta la colonizzazione fungina, sono state ripetute le osservazioni qualitative e quantitative al 
SEM, le misure di pH e le misure colorimetriche. 
 
3.2 Prove di pulitura mediante trattamenti enzimatici 
 3.2.1 Trattamento enzimatico dei campioni di carta inoculati 
Tutti gli enzimi utilizzati nella sperimentazione sono prodotti dalla Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich 
Products for Life Science Research 2008-2009) e le caratteristiche ed i relativi protocolli specifici  
sono di seguito riportati. 
 
 Lipasi da Candida rugosa  
Triacylglycerol acylhydrolase; Triacylglycerol lipasi. 
E.C. 3.1.1.3. 
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Tipo VII, attività ≥ 700 unità/mg solido. 
Contiene lattosio come diluente. Sostanzialmente privo di α-amilasi e proteasi.  
Un’unità può idrolizzare 1,0 microequivalente di acido grasso da trigliceridi in 1h a pH 7,7 
alla temperatura di 37°C.  
Proteina determinata con biureto. EC No. 232-619-9. 
 
 Proteasi da Aspergillus saitoi  
[9025-49-4] E.C. 3.4.23.18. 
Tipo XIII, attività ≥ 0,6 unità/mg solido. 
Un’unità può idrolizzare emoglobina per produrre 1,0µmole (181µg) di tirosina per minuto a 
pH 2,8 alla temperatura di 37°C (colorato con il reagente Folin-Ciocalteu). 
Sostanzialmente privo di proteasi alcalina. EC No. 232-796-2. 
 
 Chitinasi da Streptomyces griseus  
[9001-06-3] E.C. 3.2.1.14. 
Chitodextrinase; Poly (1,4-β-[2-acetamido-2-deoxy-D-glucoside]) glycanohydrolase. 
Polvere liofilizzata (essenzialmente senza sale), attività: 200-800 unità/g solido. 
Un’unità può liberare 1,0mg di N-acetyl-D-glucosamina da chitina per ora a pH 6,0 alla 
temperatura di 25°C in un saggio di 2h. 
E.C. No. 232-578-7. 
Tutti gli enzimi sono stati impiegati in tampone fosfato a pH 7,0. 
 
I campioni di carta utilizzati per questa prova sono stati: Mezzofino, Perusia e Whatman inoculati 
con A. pullulans, A. terreus ed E. chevalieri. 
 
Come supporto per l’applicazione di enzimi sui campioni di carta è stato utilizzato il Gellano 
(PhytagelTM) a diverse concentrazioni. Per la preparazione di 300ml di gel si uniscono 300ml di 
acqua deionizzata e 0,04g di acetato di calcio che fornisce gli ioni Ca2+ necessari per la 
gelificazione. Quindi si aggiungono 2, 3 e 4g di Gellano per preparare il gel rispettivamente al 2, 3 e 
4% e si scalda nel microonde a 360W per circa 5 minuti, o finché la soluzione non diventa 
trasparente e leggermente ambrata dal momento che il tempo varia a seconda della percentuale di 
Gellano presente. Successivamente il composto si versa in capsule Petri sterili e si lascia raffreddare 
sotto cappa sterile (Iannuccelli et al., 2010). 
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I trattamenti sono stati eseguiti mediante l’applicazione degli enzimi da soli o in combinazione 
come riportato nella tabella 5. 
 
Tabella 5. Trattamenti enzimatici applicati ai campioni di carta inoculati con i ceppi fungini selezionati. 
Specie fungina 
Trattamento applicato 
A. pullulans A. terreus E. chevalieri 
- Chitinasi a gocce x --- --- 
- Chitinasi, Lipasi e Proteasi a gocce x x x 
- Lipasi e Chitinasi a gocce  x x x 
- Chitinasi su Gellano 2%  x --- --- 
- Chitinasi, Lipasi e Proteasi su Gellano 2% x x x 
- Lipasi e Chitinasi su Gellano 2% x x x 
- Proteasi a gocce --- x x 
- Proteasi su Gellano 2% --- x x 
 
Le soluzioni enzimatiche utilizzate sono state così ottenute:  
* Proteasi e Lipasi, 200mg in 100ml di tampone fosfato. 
* Chitinasi, 10U (20mg) in 20ml di tampone fosfato. 
I tempi di posa di ogni singolo trattamento sono stati due: 30 e 60 minuti. 
 
Come controllo negativo è stato applicato sulle tre carte un cubetto di Gellano 2%, senza enzimi, e 
lasciato agire per 60 minuti a temperatura ambiente.  
La verifica dell’efficacia del trattamento è stato verificato mediante misure colorimetriche su tutti i 
campioni e, in base ai risultati ottenuti, sono state eseguite analisi di pH (analisi realizzate nel 
laboratorio di Fisica dell’ICRCPAL con la collaborazione della Dott.ssa Lorena Botti e del Dott. 
Daniele Ruggiero) e microanalisi SEM-EDS sui trattamenti più efficaci. 
 
3.3 Prove di pulitura mediante l’applicazione dei ceppi batterici  
3.3.1 Ceppi batterici 
Al fine di selezionare i microorganismi più adatti per i trattamenti di biopulitura del materiale 
cartaceo, sono stati testati 17 ceppi batterici ambientali (Tab. 6) appartenenti alla Collezione ENEA- 
Lilith del Laboratorio di Microbiologia Ambientale e Biotecnologie Microbiche dell’Unità Tecnica 
di Caratterizzazione, Prevenzione e Risanamento Ambientale dell’ENEA Casaccia-Roma ed alla 
Collezione Ceppi dell’Universita Friedrich Schiller di Jena (Germany). Tali ceppi erano stati isolati, 
in lavori precedenti, da siti inquinati, acque reflue industriali e siti archeologici, identificati (rDNA 
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16S) e caratterizzati per le loro potenzialità biotecnologiche. Le loro sequenze sono depositate nella 
GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST). 
 
Tabella 6. Ceppi batterici scelti per la sperimentazione ed appartenenti alla Collezione ENEA- Lilith del 
Laboratorio di Microbiologia Ambientale e biotecnologie microbiche dell’Unità Tecnica di Caratterizzazione, 
Prevenzione e Risanamento Ambientale dell’ENEA Casaccia (Roma). 
 
Segue a pag. 65… 
Sigla del ceppo 
Identificazione 
(% di similarità della sequenza 
dell’rDNA 16S) e numero di 
deposito 
Provenienza Bibliografia 
UI5 
Serratia ficaria 
non depositato 
Sito minerario abbandonato 
di Ingurtosu 
(Sprocati et al. 2013) 
OSS25 
Bacillus circulans 
EU124560 
Sito contaminato abbandonato 
di Italsider - Bagnoli 
(Sprocati et al. 2006) 
UI28 
Bacillus cereus 
JX133203 
Sito minerario abbandonato 
di Ingurtosu 
(Sprocati et al. 2013) 
DAN10 
Bacillus pumilus 
EU249560 
Tomba della Mercareccia 
di Tarquinia 
(Sprocati et al. 2008) 
OSS42 
Bacillus subtilis 
EU124568 
Sito contaminato abbandonato 
di Italsider - Bagnoli 
(Sprocati et al. 2006) 
MCC-Z 
Pedobacter sp. 
JF279930 
Campo abbandonato sito in 
Piana di Monte Verna (NA) 
(Alisi et al. 2009) 
 
TSNRS13 
Lysobacter sp. 
EU263111 
Tomba della Mercareccia 
di Tarquinia 
(Sprocati et al. 2008) 
CONC12 
Pseudomonas stutzeri 
EU275358 
Fanghi di sedimentazione di un 
impianto di trattamento delle acque 
reflue della conceria Ariston (NA) 
(Tasso et  al. 2008) 
UT20 
Arthrobacter nitroguajacolicus 
JX133184 
Sito minerario abbandonato 
di Trezbionka (Polonia) 
(Sprocati et al. 2013) 
UW28 
Arthrobacter sp. 
non depositato 
Sito minerario abbandonato 
di Ystwyth (Gran Bretagna) 
(Sprocati et al. 2013) 
PZ7 
Pantoea agglomerans 
EU275357 
Notarile in pergamena 
biodeteriorato 
Non pubblicato 
CONC18 
Achromobacter xylosoxidans 
EU275351 
Fanghi di sedimentazione di un 
impianto di trattamento delle acque 
reflue della conceria Ariston (NA) 
(Tasso et  al. 2008) 
UW11 
Acinetobacter lwoffii 
non depositato 
Sito minerario abbandonato 
di Ystwyth (Gran Bretagna) 
(Sprocati et al. 2013) 
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… segue da pag. 64. 
 
 
3.3.2 Rivitalizzazione e coltura in vitro dei ceppi batterici 
I ceppi batterici, conservati in stock in glicerolo a -80°C, sono stati rivitalizzati mediante pre-
inoculo della sospensione batterica in 5 ml di TSB (Tryptic Soy Broth, Liofilchem s.r.l Cod. No. 
610053) e incubazione a 30°C in agitazione per 24-48 ore. Avvenuta la crescita, è stato effettuato 
uno striscio su piastre contenenti i terreno solidi TSA (Tryptic Soy Agar, Liofilchem s.r.l Cod. No. 
610052) e MM (Mineral Medium). Le piastre sono state incubate a 30°C fino allo sviluppo delle 
colonie (Fig. 15). 
Sigla del ceppo 
Identificazione 
(% di similarità della sequenza 
dell’rDNA 16S) e numero di 
deposito 
Provenienza Bibliografia 
DAN5 
Mycobacterium esteraromaticum 
EU249580 
Tomba della Mercareccia 
di Tarquinia 
(Sprocati et al. 2008) 
MCC-K 
Mycobacterium sp. 
JF279916 
Campo abbandonato sito in  
Piana di Monte Verna (NA) 
(Alisi et al. 2009) 
 
H7 
Chitinophaga sp. 
non depositato 
Compost Non pubblicato 
UW43 
Streptomyces  mauvecolor 
JX133195 
Sito minerario abbandonato 
di Ystwyth (Gran Bretagna) 
(Sprocati et al. 2013) 
UT8 
Streptomyces spororaveus 
non depositato 
Sito minerario abbandonato 
di Trezbionka (Polonia) 
(Sprocati et al. 2013) 
OSS34 
Streptomyces heteromorphus 
EU124566 
Sito contaminato abbandonato 
di Italsider - Bagnoli 
(Sprocati et al. 2006) 
TPID5 
Nocardia alba 
EU249584 
Tomba della Mercareccia 
di Tarquinia 
(Sprocati et al. 2008) 
 
UR2 
 
Streptomyces coelicolor 
non depositato 
Collezione Ceppi dell’Università 
Friedrich Schiller di Jena 
(Germania). 
Non pubblicato 
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Figura 15. Rivitalizzazione e coltura in vitro dei ceppi batterici selezionati. 
 
La preparazione del TSA è stata effettuata nel seguente modo: all’interno di una bottiglia in vetro 
sono stati aggiunti 500ml di acqua distillata, 15,00g di TSB e 7,50g di agar mescolando il composto 
su una piastra magnetica fino a completo scioglimento. Quindi il materiale è stato sterilizzato in 
autoclave a 121°C per 20 minuti. 
Successivamente sono stati aggiunti 8,30ml di glucosio (0,5% p/v) ed il terreno è stato versato 
all’interno di capsule Petri dove si è lasciato solidificare in condizioni di sterilità. 
La preparazione dell’MM ha previsto l’uso di una bottiglia in vetro contenente 1 litro di acqua 
distillata a cui sono stati aggiunti: 
- 6,000g di Tris (Hydroxymethyl Aminomethane), 
- 4,680g di cloruro di sodio (NaCl), 
- 1,490g di cloruro di potassio (KCl), 
- 1,070g di cloruro di ammonio (NH4Cl), 
- 0,430g di solfato di sodio (Na2SO4), 
- 0,200g di cloruro di magnesio (MgCl2*6H2O), 
- 0,030g di cloruro di calcio (CaCl2*2H2O), 
- 0,110g di fosfato di sodio (Na2HPO4*2H2O), 
- 0,005g di ammonio di ferro citrato (Fe(NH4)). 
Successivamente sono stati aggiunti 4ml di acido cloridrico (HCl) per ottenere un pH 7,0 per una 
crescita ottimale dei batteri. Quindi il terreno è stato sterilizzato in autoclave a 121°C per 20 minuti. 
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Successivamente sono stati aggiunti 8,30ml di glucosio (0,5% p/v) ed il terreno è stato versato 
all’interno di capsule Petri dove si è lasciato solidificare in condizioni di sterilità. 
 
3.3.3 Screening dell’attività cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica 
I ceppi batterici selezionati per la sperimentazione sono stati saggiati per verificare la loro attività 
cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica e la loro capacità di decolorare i pigmenti melanici. 
L’attività cellulosolitica viene ricercata al fine di escludere tutti quei batteri in grado di attuare un 
processo di degrado dei materiali cartacei. Il test per l’attività proteolitica permette, invece, di 
individuare quei ceppi batterici che, impiegati per la biopulitura, sarebbero in grado di rompere il 
legame tra il fungo ed il substrato cartaceo a cui il fungo si ancora attraverso sostanze proteiche. Il 
test per l’attività chitinolitica ha lo scopo di studiare la capacità dei microrganismi di degradare la 
chitina, la componente strutturale fondamentale della parete cellulare fungina, attraverso l’attività 
degli enzimi chitinolitici. 
Infine, è stata analizzata la capacità dei batteri di decolorare i pigmenti melanici, ad opera di 
complessi enzimatici ligninolitici, attraverso la decolorazione di quattro diversi coloranti azoici: 
Orange G, Congo Red, Amido Black ed Acido Tannico. 
 
Attività cellulosolitica 
Il test è stato realizzato utilizzando un terreno solido contenente CarbossiMetilCellulosa (CMC), un 
derivato della cellulosa solubile in acqua, largamente impiegata per determinare la produzione di 
cellulasi poiché velocemente degradata dai microrganismi (Hankin et al., 1977). 
Per la preparazione delle piastre, all’interno di una bottiglia in vetro contenente 500ml di acqua 
distillata sono stati aggiunti 0,5g di estratto di lievito (Yeast Extra Granulated Merck), 2,5g di CMC 
(Sigma Aldrich s.r.l. Cod. No. C5013) molto lentamente scaldando il terreno sotto una leggera 
agitazione, 7,5g di agar e mantenendo un pH neutro per una crescita ottimale dei batteri. Quindi il 
terreno è stato sterilizzato in autoclave a 121°C per 20 minuti e, successivamente, colato in piastre 
quadrate sotto cappa sterile. 
 
I batteri  sono stati inoculati nelle piastre contenenti CMC, eseguendo tre spot per ognuno di essi, ed 
incubati in termostato a 30°C per una settimana. A completo sviluppo, l’idrolisi della CMC è stata 
evidenziata seguendo la procedura descritta da Sirisena (Sirisena et al., 1995): le piastre sono state 
ricoperte con una soluzione acquosa all’1% (p/v) di Congo Red per 15 minuti; dopo aver tolto il 
colorante, le piastre sono state inondate con 1M di NaCl per 15 minuti per stabilizzare la reazione. 
Le eventuali zone di idrolisi si manifestano sotto forma di aloni di chiarificazione. 
 68 
Attività proteolitica 
Il test è stato realizzato utilizzando un terreno solido preparato utilizzando una bottiglia di vetro 
contenente 500ml di acqua distillata a cui sono stati aggiunti 15,0g di TSB (Tryptic Soy Broth, 
Liofilchem s.r.l Cod. No. 610053), 7,5g di agar, 0,5g di gelatina in fogli (Pane degli Angeli). Il 
terreno è stato sterilizzato in autoclave a 121°C per 20 minuti e, successivamente, sono stati 
aggiunti 4,2ml di glucosio (0,25% p/v). Infine il terreno così preparato è stato colato in piastre 
quadrate lasciate solidificare in condizioni di sterilità. 
I batteri sono stati inoculati nelle piastre contenenti gelatina, eseguendo tre spot per ognuno di essi, 
ed incubati in termostato a 30°C per una settimana. A completo sviluppo, l’idrolisi della gelatina è 
stata evidenziata seguendo la procedura descritta da Vermelho (Vermelho et al., 1996): le piastre 
sono state ricoperte con una soluzione allo 0,1% di amido black in metanolo-acido acetico-acqua 
nel rapporto 30:10:60 per 1 ora a 30°C e decolorando con una soluzione di metanolo-acido acetico-
acqua, nel rapporto 30:10:60 per 15 minuti; dopo aver tolto il colorante, le piastre sono state 
inondate con il decolorante costituito da metanolo+acido acetico+acqua (30:10:60) per 15 minuti 
per stabilizzare la reazione. Le eventuali zone di idrolisi si manifestano sotto forma di aloni di 
chiarificazione. 
 
Attività chitinolitica 
Il test per l’attività chitinolitica è stato realizzato modificando il protocollo descritto da Smith 
(Smith, 1977) che propone una semplice procedura per rivelare l’attività cellulosolitica nei funghi, 
utilizzando come substrato il cellulose azure, una cellodestrina insolubile accoppiata ad un 
colorante idrosolubile. La produzione di cellulasi da parte dei funghi comporta il rilascio del 
colorante nel mezzo di coltura. Il test è stato modificato utilizzando il chitin azure al posto del 
cellulose azure per saggiare l’eventuale attività chitinolitica dei ceppi batterici selezionati. 
E’ stato preparato un primo terreno usando 0,75g di agar e 0,10g di estratto di lievito posti in un 
bottiglia di vetro contenente 100ml di acqua distillata. Il terreno è stato sterilizzato 121°C per 20 
minuti e poi dispensato in provette di plastica con tappo (2ml per tubo) lasciate raffreddare sotto 
cappa sterile in posizione verticale. 
Successivamente è stato preparato un secondo terreno costituito da due soluzioni: 
A - 0,1125g di agar, 0,015g di estratto di lievito e 10ml di acqua distillata (2/3 del volume totale); 
B - 0,0300g di chitin azure (Sigma-Aldrich s.r.l. - Cod. No. C3020) e 5ml di acqua distillata (1/3 
del volume totale). 
I terreni A e B sono stati sterilizzati separatamente a 121°C per 20 minuti, mescolati ancora caldi e 
versati nelle provette al di sopra dello strato del terreno di base già solido. Mediante una pipetta 
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sono stati versati 0,5ml di terreno per tubo lasciato poi solidificare in condizioni di sterilità. La 
polvere di chitin azure, però, si è rivelata insolubile nella miscela preparata pertanto è stato 
realizzato un foro all’interno del primo strato di terreno che ha consentito di effettuare l’inoculo dei 
batteri direttamente sullo strato di chitina sottostante.  
I tubi così realizzati sono stati incubati in termostato a 30°C ed ispezionati periodicamente per 
verificare l’eventuale diffusione di colorante  nello strato di terreno di base. 
Nel caso dei funghi cellulosolitici Smith (Smith, 1977) ha rilevato che la quantità di colorante 
rilasciato e la velocità di rilascio sono strettamente correlate al grado di attività chitinolitica delle 
singole culture. Inoltre le specie altamente attive producono il primo effetto rilevabile ad occhio 
nudo entro 2 giorni dall’inoculo, mentre la densità del colore dello strato del terreno di base 
aumenta rapidamente durante i giorni a seguire. 
L’attività chitinolitica dei ceppi batterici è stata ulteriormente valutata con un secondo metodo 
impiegando chitina colloidale, preparata seguendo il protocollo descritto da Wen (Wen et al., 2002) 
e Kuzu (Kuzu et al., 2012): sono stati versati 60ml di HCl al 37% v/v in una bottiglia di vetro  a cui 
sono stati aggiunti 2,5g di chitina da gusci di gambero (Sigma-Aldrich s.r.l. Cod. No. C7170). La 
soluzione è stata messa in cella frigorifera a 4°C in agitazione overnight e, successivamente, sono 
stati aggiunti 800ml di etanolo (EtOH) sotto cappa chimica mediante imbuto di vetro e carta da 
filtro (Whatman 41=20µm). Il contenuto della bottiglia di vetro, chiusa e lasciata a temperatura 
ambiente overnight, è stato suddiviso in 4 bottiglie da 200ml cadauna e centrifugate a 6000 rpm per 
25 minuti a 4°C. Il precipitato è stato raccolto in un unico contenitore e lavato con acqua distillata 
sterile fino a raggiungere un pH neutro (12 lavaggi). Infine la chitina è stata sottoposta ad un 
processo di liofilizzazione che consente l’eliminazione dell’acqua con il minimo deterioramento 
possibile della struttura e dei componenti della sostanza organica che viene ridotta in polvere.  
Il saggio della degradazione della chitina colloidale su piastra è stato eseguito impiegando il terreno 
minerale minimo M9 (Davis et al., 1986) a cui è stata aggiunta la chitina colloidale allo 0,5% (Jami 
al Ahmadi et al., 2008). 
 Di seguito la composizione per litro: 
- 0,650g di fosfato di sodio (Na2HPO4), 
- 1,500g di fosfato di potassico (KH2HPO4), 
- 0,250g di cloruro di sodio (NaCl), 
- 0,500g di cloruro di ammonio (NH4Cl), 
- 0,120g di solfato di magnesio (MgSO4), 
- 0,005 di cloruro di calcio (CaCl2), 
- 15g di agar. 
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I ceppi batterici sono stati inoculati a spot sulle piastre con tamponi sterili. Quindi le piastre sono 
state incubate a 30°C per favorire lo sviluppo dei batteri. I microrganismi dotati di attività 
chitinolitica sono stati individuati mediante la comparsa di aloni di chiarificazione intorno alle 
colonie. 
 
Decolorazione degli azo dyes 
Al fine di determinare la produzione di enzimi ligninolitici da parte dei ceppi batterici scelti è stata 
analizzata la capacità di tali ceppi di decolorare quattro diversi coloranti azoici: Orange G, Congo 
Red, Amido Black ed Acido Tannico (Selvam, 2003). Il test è stato realizzato utilizzando piastre 
Petri contenenti quattro diversi coloranti azoici: Orange G, Congo Red, Amido Black ed Acido 
Tannico. Il controllo positivo è stato effettuato mediante l’impiego di tre white rot fungi inoculati su 
piastre contenenti gli stessi coloranti azoici utilizzati per i batteri: 
 Ganoderma lucidum – (Curtis) P. Karst., Revue mycologique, Toulouse Vol. 3, No. 9, p. 17 
(1881). Classificazione: Ganodermataceae, Polyporales, Incertae sedis, Agaricomycetes, 
Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi; 
  Lentinula edodes – (Berk.) Pegler, Kavaka, Vol. 3, p 20, (1976) [1975]. Classificazione: 
Omphalotaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina, 
Basidiomycota, Fungi; 
 Trametes versicolor – (L.) Lloyd, Mycology Notes (Cincinnati), Vol. 65, p. 1045 (1921) 
[1920]. Classificazione: Polyporaceae, Polyporales, Incertae sedis, Agaricomycetes, 
Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi. 
I terreni utilizzati sono stati lo Standard Nutrient Medium n°1 (St.1, contenente: 15g/l di peptone, 
3g/l di estratto di lievito, 6g/l di cloruro di sodio, 1g/l di glucosio, 15g/l di agar, pH 7,5±0,2) 
(Lapage et al., 1970) ed il Sabouraud (Oxoid, Cod. No. CM0139 – pH 5,6±0,2) rispettivamente per 
batteri e funghi.  
Ai terreni sono stati aggiunti separatamente i coloranti Congo Red, Amido Black ed Acido Tannico 
allaconcentrazione finale dello 0,05%. Infine ogni piastra è stata inoculata con i diversi 
microrganismi effettuando 3 spot per ognuno su ogni terreno contenente il colorante azoico. Le 
piastre sono state incubate in termostato a 30°C e 27°C rispettivamente per batteri e funghi fino a 
completo sviluppo. I microrganismi in grado di attuare un processo di decolorazione sono stati 
individuati mediante la comparsa di aloni di chiarificazione intorno alle colonie. 
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3.3.4 Prove di biopulitura 
Sulla base dei risultati ottenuti dai test di caratterizzazione, sono stati impiegati nove ceppi batterici: 
UI28 Bacillus cereus, UI5 Serratia ficaria, CONC12 Pseudomonas stutzeri, UW28 Arthrobacter 
sp., UW11 Acinetobacter lwoffii, H7 Chitinophaga sp., MCC-Z Flavobacterium sp., UI3 Bacillus 
cereus ed U2 Streptomyces coelicelor. 
I ceppi batterici sono stati inoculati, dagli stock a -80°C, in falcon contenenti 5ml di TSB e incubati 
a 30°C in agitazione per 24-48 ore. Successivamente 400µl di pre-inoculo sono stati inoculati in 
40ml di TSB in beute dal 100 ml in termo-agitatore a 30°C. A completa crescita le sospensioni 
batteriche sono state trasferite in falcon e centrifugate a 5000 rpm per 20 minuti a temperatura 
ambiente al fine di ottenere il pellet. Il materiale ottenuto è stato risospeso in 35ml di sodio 
pirofosfato (0,1% p/v). Le sospensioni sono state poste in un termo-agitatore a 30°C overnight per 
l’affamamento dei batteri. 
Le sospensioni batteriche sono state mescolate in rapporto 1:1 con agar al 2% (p/v) lasciato 
raffreddare a 40°C e colate in piastre Petri.  
 
Le prove di biopulitura sono state effettuate su campioni di carta Whatman, più resistente rispetto 
alle carte Mezzofino e Perusia, inoculati con l’A. pullulans, in grado di produrre melanina. 
Sono stati scelti tre tempi di posa per ogni singolo trattamento batterico: 24h, 48h e 7gg. I 
trattamenti sono stati eseguiti in duplicato. 
Inoltre i campioni di carta sono stati divisi in due tipologie: “vivi”, campioni inoculati e sottoposti a 
trattamento con l’impacco batterico, e “morti”, campioni inoculati e sottoposti a sterilizzazione in 
autoclave a 121°C per 30 minuti, al fine di uccidere l’A. pullulans.  
Nel caso dei campioni “morti” si è proceduto ad una prova di crescita per verificare l’effettiva 
inattività del fungo:  sono state prelevate alcune colonie fungine dai campioni di carta inoculati  poi 
trasferite su piastre contenenti diversi terreni di crescita (Potato Dextrose Agar, Oxoid Cod. No. 
CM00139; Malt Extract Agar, Oxoid Cod. No. CM0059 – pH 5,6±0,2) mediante l’impiego di uno 
swab. Gli inoculi sono stati incubati a 27°C e monitorati per 10 giorni al fine di rilevare l’eventuale 
attività fungina. 
I campioni di carta sono stati posizionati sulle piastre contenenti i batteri inclusi nell’agar, a diretto 
contatto con il terreno, incubati a 27°C e controllati dopo 24h, 48h e 7gg. Il controllo negativo è 
stato effettuato utilizzando i campioni di carta inoculati con A. pullulans posizionati su piastre 
contenenti solo agar 2% (Agar Bacteriological, Agar No. 1, Oxoid Cod. No. LP0011) (Fig. 16).  
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Figura 16. Campioni di carta Whatman inoculati con A. pullulans:  
applicazione dell’impacco batterico di UW11 Acinetobacter lwoffii e piastra di controllo contenente solo agar al 2%. 
 
Terminata l’incubazione, i campioni sono stati rimossi dalle piastre ed è stato effettuato un lavaggio 
per eliminare sia eventuali depositi fungini superficiali sia possibili tracce del terreno utilizzato nel 
trattamento. Inizialmente la pulitura è avvenuta mediante swab imbevuto di acqua sterile, ma ciò 
comportava la rottura delle fibre di carta quindi si è optato per un lavaggio ad immersione in acqua 
sterile + Tween 40 all’1% v/v (10ml+100µl) per circa 30 minuti  ed un risciacquo finale in acqua 
sterile per rimuovere il tensioattivo. Si è ricorso all’utilizzo del tensioattivo poiché agente 
emulsionante in grado di facilitare la rimozione del materiale superficiale.   
 
Al fine di verificare se i batteri avessero avuto un effetto biocida sui campioni inoculati con fungo 
vivo, alcuni campioni di carta sono stati utilizzati per effettuare degli inoculi diretti in agar con il 
“metodo dei 25 punti”. La procedura ha previsto il trasferimento di 25 piccoli frammenti di carta 
(~1x1mm) su terreno solido MEA 2% (Cfr. Par. 3.1.2 Coltura in vitro dei ceppi fungini pp. 58) 
mediante delle bacchette in plastica sterili e incubazione in termostato a 27°C per una settimana allo 
scopo di favorire l’eventuale sviluppo del fungo (Fig. 17). 
 
Figura 17. Inoculo a 25 punti dei campioni di carta Whatman inoculati con A. pullulans 
e sottoposti ai trattamenti batterici. 
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3.4 Gli strumenti di misura per la valutazione dell’efficacia e dell’innocuità dei trattamenti di 
biopulitutra 
La valutazione dell’efficacia e dell’innocuità dei trattamenti di biopulitura eseguiti sui campioni di 
carta, è stata effettuata sulla base di differenti aspetti: 
 l’osservazione dei caratteri diagnostici di funghi e batteri utilizzati nella sperimentazione è 
stata effettuata mediante l’impiego del Microscopio Ottico e dello Stereomiscopio; 
 l’osservazione degli elementi presenti sulla carta dopo la colonizzazione fungina e dopo i 
trattamenti di pulitura è stata effettuata mediante l’impiego del Microscopio Elettronico a 
Scansione + Spettroscopia in Dispersione di Energia; 
 il cambiamento di colore delle macchie provocato dai trattamenti enzimatici è stato valutato 
attraverso le misurazioni colorimetriche; 
 le variazioni di pH dei campioni di carta prodotte dalle colonizzazioni fungine e dai 
trattamenti applicati sono state rilevate mediante l’utilizzo del pHmetro.  
 
3.4.1 Osservazioni dei campioni di carta prima e dopo i trattamenti di biopulitura mediante 
Stereomiscopio, Microscopio Ottico e Microscopio Elettronico a Scansione + Spettroscopia 
in Dispersione di Energia (SEM+EDS) 
 
Stereomicroscopio e Microscopio Ottico 
Lo Stereomicroscopio è stato utilizzato per effettuare una prima caratterizzazione sia dei campioni 
di carta sia dei ceppi fungini utilizzati nella sperimentazione. Tale strumento, infatti, consente di 
ottenere una visione ingrandita e tridimensionale dell’oggetto in studio che non necessita di un 
trattamento particolare per l’osservazione.  
Successivamente i campioni di carta sono stati sottoposti ad un’osservazione più dettagliata mediante 
il Microscopio Ottico, la cui funzione principale è di consentire all’operatore di distinguere i 
particolari di strutture estremamente piccole in maniera molto chiara.  
 
L’analisi microscopica dell’impasto fibroso rappresenta un efficace strumento per l’identificazione 
della provenienza e la valutazione del grado di raffinazione e di integrità delle carte a seguito 
dell’osservazione di particolari elementi morfologici quali tracheidi, fibre sclerenchimatiche e 
liberiane, ecc.. I campioni di carta sono stati fatti bollire in acqua distillata e lavorati con le mani per 
rompere i legami che tengono saldate le fibre per favorire la loro separazione. Quindi i frammenti 
sono stati posti in tubi da saggio contenente acqua distillata e agitati in modo da ottenere una 
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sospensione di fibre, una procedura necessaria per una corretta preparazione ed osservazione dei 
campioni al Microscopio Ottico.  
 
A maturazione delle strutture conidiali anche gli inoculi fungini sono stati sottoposti all’osservazione 
microscopica. Ciò ha permesso il riconoscimento delle caratteristiche anatomiche specifiche di ogni 
specie fungina poiché lo strumento consente di mantenere inalterate tutte le strutture microscopiche 
dei microrganismi. 
 
Successivamente le colture fungine sono state utilizzate per ottenere delle sospensioni di spore 
a titolo noto al fine di produrre inoculi sui campioni di carta a densità standardizzata. La titolazione 
delle sospensioni è stata effettuata mediante di una camera conta globuli nota come camera di Thoma 
(Cfr. Par. 3.1.3  Inoculo dei funghi sui campioni di carta pp. 60) ed il conteggio delle spore è 
avvenuto per mezzo del Microscopio Ottico. 
 
Microscopio Elettronico a Scansione + Spettroscopia in Dispersione di Energia (SEM+EDS) 
La microscopia elettronica a scansione è stata utilizzata per caratterizzare le carte tal quali 
(Mezzofino, Perusia e Whatman), per analizzare gli effetti prodotti sui campioni cartacei a seguito 
dell’inoculo dei funghi (A. pullulans, E. chevalieri e A. terreus) e per osservare le eventuali 
modificazioni, a livello micro-morfologico, che le superfici dei frammenti di carta possono subire a 
seguito dell’azione dei diversi trattamenti di pulitura sperimentati. 
A tale fine è stato impiegato il Microscopio Elettronico a Scansione che è in grado, sotto 
determinate condizioni, di fornire immagini con ingrandimenti pari a 1.000.000x, anche se per 
osservare le caratteristiche morfologiche della carta un ingrandimento pari a 1.000x è più che 
sufficiente.  
 
Il confronto tra i campioni analizzati prima e dopo i trattamenti di biopulitura è stato eseguito sulla 
base di 3 diversi ingrandimenti: 500x, 1000x e 2000x. Alcuni campioni sono stati sottoposti a 
metallizzazione, mentre in altri casi è stato utilizzato il SEM in pressione variabile (~40 Pascal) così 
da poterli inserire nella camera da vuoto tali e quali. Questa condizione operativa è stata possibile 
grazie anche al detector per elettroni secondari (VPSE), che consente di visualizzare con elevata 
risoluzione le caratteristiche morfologiche della superficie del campione restituendo immagini con 
effetto di tridimensionalità. 
Oltre all’osservazione con detector per elettroni secondari, la superficie dei campioni è stata 
caratterizzata con il rivelatore quadrupolare di elettroni retrodiffusi (QBSD), che permette di 
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ricostruire un’immagine del campione basata sul numero atomico degli elementi chimici in esso 
presenti. Ciò consente di ottenere informazioni di tipo compositivo o morfologico relative a zone 
volumetriche del campione profonde alcuni micron. 
 
Tutti i campioni di carta sono stati montati su degli stubs in alluminio del diametro di 12,5mm 
(Agar Scientific, Essex, England, pin stubs, Cod. No. G301F) e fissati su un disco biadesivo in 
Carbonio (Agar Scientific, Essex, England, Cod. No. G3347). Al fine di evitare che sostanze 
estranee potessero interagire con i campioni, il prelievo e la manipolazione di questi, sono state fatte 
utilizzando un’attrezzatura adeguata, ossia pinzette in fibra di carbonio o plastica che non rilasciano 
ioni metallici (Fig. 18). 
                                                  
  Figura 18. Campioni preparati per l’osservazione al SEM+EDS. 
 
L’analisi SEM, qualora non sia necessario prelevare campioni da un manufatto, deve essere 
comunque considerata micro-invasiva a causa del tipo d’interazione tra fascio elettronico e materia 
e perché nella camera, in cui i campioni sono analizzati, sono utilizzati bassi valori di pressione. Ad 
esempio, la carta può deteriorarsi a seguito di perdita di contenuto d’acqua se l’irradiazione 
elettronica è troppo lunga o se il vuoto praticato è troppo spinto. 
Le immagini SEM (risoluzione pari a ±4,5 nm) sono state ottenute con valori di pressione pari a 40 
Pa, mediante i rivelatori QBSD e VPSE e fascio elettronico accelerato a 20 kV con un filamento al 
tungsteno; mentre la working distance è stata fissata al valore di 13mm. 
 
Accoppiata alla microscopia a scansione elettronica è stata utilizza una microsonda per l’analisi dei 
raggi x, che consente di avere un sistema di analisi completo, ottenendo un’analisi puntuale 
qualitativa e quantitativa degli elementi presenti e la loro abbondanza. Dalla posizione dei picchi 
sullo spettro è stato possibile individuare in maniera univoca gli elementi presenti, e attraverso il 
confronto dell’analisi dei picchi con quella ottenuta da picchi standard è stato risalire alla loro 
concentrazione. 
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La microanalisi è stata eseguita mediante spettroscopia elettronica in dispersione di energia (EDS) 
per mezzo della sonda Oxford INCA Energy 250 dotata di rivelatore raffreddato con sistema Peltier 
(9 scansioni per ogni singolo campione analizzato). Agli spettri è stata applicata la convenzionale 
correzione ZAF, in cui Z indica un fattore di correzione che tiene conto del numero atomico, A 
tiene conto di una certa percentuale di raggi X prodotti che vengono assorbiti ed F tiene conto della 
fluorescenza (Goldstein et al., 2003) (Fig. 19). 
 
Figura 19. Microscopio elettronico a scansione corredato di microanalisi in dotazione  
all’Istituto Centrale per il Restauro e la Conservazione del Patrimonio Archivistico e Librario 
(SEM-VP EVO 50 XVP Carl-Zeiss Electron Microscopy Group + EDS Inca Energy 250 Oxford). 
 
3.4.2 Misure di pH  
Il pH per i supporti cartacei rappresenta un fattore fondamentale per la loro stabilità chimica; da 
esso, infatti, dipendono i processi di idrolisi che comportano la rottura dei legami presenti nella 
cellulosa e quindi fragilità della carta. Il trattamento con acidi degrada la struttura polimerica della 
cellulosa e la reazione e la sua velocità dipendono fortemente dal pH. Anche un ambiente 
fortemente alcalino, in condizioni di temperatura elevata, può causare scissione idrolitica in 
qualsiasi punto della catena e degradazione polimerica (Bettolo, 2007). 
Pertanto il pH dei campioni di carta è stato monitorato durante tutta la sperimentazione. Un 
qualsiasi trattamento di pulitura o di restauro può, infatti, essere efficace nell’eliminare la macchia 
fungina dalla carta, ma comportare un cambiamento nocivo del pH tale da renderne comunque 
sconsigliabile l’utilizzo, nonostante l’efficacia.  
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La misura del pH della carta è stata eseguita attraverso: 
 un metodo distruttivo, misura dell’estratto acquoso non filtrato ottenuto spappolando la carta 
in acqua distillata; 
 un metodo non distruttivo, detto pH per contatto o superficiale. 
Nel primo caso si lascia macerare 1g di carta ridotto in frammenti in acqua distillata al fine di 
ottenere un estratto acquoso sul quale si effettua la misurazione. 
Nel secondo caso si tratta di effettuare la misura per via potenziometrica attraverso l’utilizzo di un 
pHmetro, uno strumento costituito da due elettrodi, uno di riferimento, in genere a calomelano, e 
l’altro, l’indicatore, un elettrodo a vetro costituito da un elettrodo a calomelano pescante in una 
soluzione di acido cloridrico tamponata.  
 
Le analisi di pH superficiale effettuate sui campioni hanno risentito della difficoltà di eseguire la 
misura in quanto la goccia d’acqua necessaria raramente è rimasta tale permettendone una corretta 
misurazione, mentre la maggior parte delle volte si è subito espansa su tutto il campione rendendone 
molto difficoltosa la valutazione. 
 
3.4.3 Misure colorimetriche 
Al fine di valutare in maniera oggettiva l’efficacia estetica dei metodi di biopulitura, sono stati 
confrontati i dati delle misure colorimetriche acquisite prima e dopo i trattamenti enzimatici e 
batterici. Infatti le analisi colorimetriche hanno consentito di esprimere, in termini quantitativi, i 
parametri che definiscono il colore di tutti i campioni utilizzati nella sperimentazione. 
 
Il concetto della definizione del colore attraverso dei numeri si basa sull’introduzione di uno spazio 
cromatico tridimensionale le cui coordinate spaziali sono strettamente legate alla sensibilità 
dell’occhio umano, per il quale qualsiasi colore visibile è dato come una combinazione di tre colori 
principali prescelti. 
Lo spazio più comunemente utilizzato è il CIELAB 1976, le cui coordinate sono L*, a* e b*. La 
forma che ne risulta è un cerchio, dove sui due diametri, che si intersecano perpendicolarmente in 
corrispondenza dell’asse L* (luminanza), si trovano i valori positivi e negativi di a* (linea rosso-
verde) e b* (linea giallo-blu). a*>0 rappresenta la componente rossa e a*<0 rappresenta la 
componente verde; analogamente b*>0 rappresenta la componente gialla e b*<0 rappresenta quella 
blu; mentre L* è sempre non negativo ed assume il valore 100 per il diffusore perfetto e 0 per il 
nero perfetto, ossia il rapporto tra l’intensità della luce incidente e quella riflessa. Infine la retta 
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“bianco-nero” attraversa il centro del piano a*b*, perpendicolarmente al piano stesso, con il bianco 
in alto ed il nero in basso (Palazzi, 1995; Piacentini, 2009) (Fig. 20). 
 
Figura 20. Diagramma rappresentativo dello spazio colorimetrico secondo il sistema CIELAB 1976. 
 
Allo scopo di definire in maniera oggettiva le differenze di colore è stato introdotto il concetto di 
∆E, che rappresenta la variazione globale del colore. Nel caso di colori non troppo intensi né troppo 
slavati, si può definire ∆E=1 una differenza appena percettibile mettendo a confronto diretto le due 
superfici, ∆E=2 nettamente percettibile ma relativamente accettabile, mentre per ∆E>5 le differenze 
si possono facilmente percepire anche senza confronto diretto (Palazzi, 1995). Il colorimetro, una 
volta eseguite le due misure da confrontare, oltre a fornire la differenza di colore fornisce anche il 
∆L, che rappresenta la variazione di luminosità ed i ∆a e ∆b, permettendo di quantificare in maniera 
globale ed esaustiva le differenze tra i due colori presi in esame. 
 
I parametri ∆E, L*, a* e b* sono stati utilizzati per descrivere in maniera oggettiva le eventuali 
variazioni cromatiche che interessano i diversi campioni cartacei a seguito all’applicazione dei 
trattamenti di biopulitura. 
Poiché lo spazio cromatico L*, a*, b* è solo approssimativamente uniforme, la corrispondenza tra il 
valore numerico di ∆E e la differenza di colore percepita dall’occhio umano, in molti casi è valida 
solo entro limiti abbastanza ampi. 
Le misure di colore sono state realizzate mediante l’impiego del colorimetro tristimolo Minolta 
CR200. La testa di misura utilizza un’illuminazione diffusa fornita da una lampada ad arco allo 
xenon e solo la luce riflessa perpendicolarmente alla superficie è raccolta dal cavo a fibre ottiche 
per l’analisi del colore. L’area di misura presenta un diametro di 8mm.  
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3.5 Metodi di analisi statistica: elaborazione ed interpretazione dei dati 
Il confronto tra i gruppi di dati acquisiti a seguito delle misurazioni delle diverse variabili 
considerate (coordinate colorimetriche, valori di pH, dati di microanalisi, ecc.) è stato eseguito 
mediante l’analisi della variabilità. In questo modo si è inteso verificare se due gruppi di dati siano 
significativamente diversi tra loro o se, viceversa, siano compatti. In altri termini, il raffronto tra le 
misure acquisite, ad esempio prima e dopo i trattamenti di biopulitura, avviene sulla base del 
confronto tra la variabilità interna a ogni gruppo di dati rispetto alla variabilità che c’è tra i due 
gruppi di dati; se la variabilità interna al gruppo di dati è maggiore rispetto a quella tra i due gruppi 
di dati, allora la variabilità interna di ogni gruppo di dati determina una differenza significativa tra i 
gruppi stessi. In questo modo è possibile stabilire in maniera oggettiva la differenza esistente tra le 
variabili misurate prima e dopo i diversi trattamenti applicati ai campioni cartacei. L’utilità di 
questo tipo di elaborazioni risiede nella possibilità di ottenere una visione complessiva riguardante 
la potenzialità dei trattamenti enzimatici e batterici di rimuovere sia i funghi che le alterazioni 
cromatiche da essi prodotte sui supporti cartacei. 
 
3.5.1 Analisi in Componenti Principali (PCA) 
I dati relativi alle carte ed ai trattamenti cui sono state sottoposte, sono stati raggruppati in 
matrici e sottoposti ad analisi statistica multivariata PCA per mezzo di un apposito software 
(XLSTAT 2009, versione 2009.4.06). Nella PCA (Todeschini, 1998) le variabili che descrivono i 
dati sono trasformate in nuove variabili, chiamate componenti principali, che rappresentano delle 
combinazioni lineari delle variabili originali e la cui caratteristica più importante è quella di essere 
tra loro ortogonali. La PCA consiste in un processo di rotazione dei dati originali definiti da una 
matrice X di dimensioni n (oggetti, nel nostro caso i campioni di carta trattati o tal quali) x p 
(variabili, nel nostro caso gli elementi chimici analizzati all’EDS, oppure le coordinate di colore od 
altri parametri quantitativi che descrivano i campioni), effettuato in modo tale che il primo nuovo 
asse sia orientato nella direzione di massima varianza dei dati, il secondo sia perpendicolare al 
primo e sia nella direzione della successiva massima varianza dei dati e così di seguito per tutti i p 
nuovi assi. Quindi gli assi del nuovo spazio (componenti principali, detti anche fattori o autovettori) 
sono gli assi relativi alle nuove direzioni di massima varianza, in ordine via via decrescente 
(Camussi et al., 1986). Si tratta pertanto di un metodo che permette di conservare la massima 
varianza insita in un set di dati, scartando le informazioni inutili e riducendo le “n” dimensioni 
iniziali ad un sistema di più facile leggibilità. Uno dei problemi fondamentali che la PCA comporta 
è la determinazione del numero M di componenti (fattori) significativi, con M < p. I descrittori che 
sono tra loro correlati sono descritti dalla medesima componente principale poiché apportano lo 
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stesso tipo di informazione. Le componenti principali sono vettori mutuamente ortogonali e 
differenti componenti descrivono variazioni indipendenti e non correlate dei descrittori, ciò 
significa che componenti differenti rappresentano variazioni nei dati dovute a differenti proprietà 
intrinseche. Queste proprietà intrinseche si manifestano quindi come le variazioni più significative 
dei descrittori sperimentali originali: esse rappresentano in qualche modo delle proprietà principali, 
ovvero macroproprietà del sistema non direttamente misurabili. Si passa infatti da una descrizione-
conoscenza del sistema in termini di variabili macroscopiche originali, ciascuna normalmente nota 
nei suoi significati, ad una descrizione ad un livello semantico superiore – una metadescrizione – il 
cui ruolo può consentire di cogliere le proprietà emergenti del sistema, cioè proprietà nuove rispetto 
alle conoscenze originali, proprietà che emergono da una visione olistica del sistema o dagli effetti 
sinergici o antagonisti delle variabili originali che lo descrivono. 
 
3.5.2 Analisi Fattoriale Discriminante (DFA) 
Sempre utilizzando il software XLSTAT 2009 (versione 2009.4.06) è stata effettuata l’analisi 
fattoriale discriminante (DFA) che effettua la comparazione tra più gruppi (i campioni di carta con i 
diversi trattamenti di pulitura) sulla base di più variabili (le coordinate di colore o altri descrittori 
quantitativi), mettendo in luce quali di queste rivestano un ruolo primario nella separazione dei 
gruppi stessi. Per evitare che le variabili con i valori assoluti più elevati pesino maggiormente 
nell'analisi, si è proceduto ad una loro standardizzazione (viene valutato il contributo relativo di 
ciascuna variabile):  
zi =(xi-xm)/S 
dove xi è il valore originale della variabile relativamente all’i-esimo caso, zi è la sua deviazione 
standardizzata, xm è la media della distribuzione originale ed s la sua deviazione standard.  
L’analisi discriminante utilizza combinazioni lineari delle variabili per calcolare nuove funzioni (le 
funzioni discriminanti) in cui sia massimizzato il rapporto fra la varianza tra gruppi (fra le tesi) e la 
varianza entro gruppi (le repliche). Le funzioni discriminanti, numerate in ordine crescente in base 
all’ammontare di varianza tra gruppi che viene spiegata da ciascuna di loro, possono essere 
visualizzate in grafici a dispersione. In questi l'insieme degli oggetti appartenenti al medesimo 
gruppo forma una “nuvola” di punti. Misura sintetica della posizione della nuvola nello spazio 
definito dalle funzioni discriminanti è il centroide del gruppo. Per verificare se le posizioni dei 
centroidi dei gruppi studiati sono significativamente diverse, si usa il test “lambda di Wilks” 
(Camussi et al., 1986).  
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3.5.3 Analisi della Varianza (ANOVA) 
L’ANOVA è un modello utilizzato per cercare la relazione migliore tra un insieme di 
variabili, di tipo qualitativo, che descrivono gli oggetti studiati. Nell’ANOVA queste variabili 
vengono spesso chiamate fattori (o trattamenti). L’ANOVA permette di investigare l’effetto della 
variazione dei fattori sulla variabilità dei risultati sperimentali del sistema sotto osservazione, 
determinando quale variazione è imputabile ai fattori stessi e quale ad effetti casuali. Nel presente 
lavoro l’ANOVA è stata applicata nella valutazione della significatività delle differenze riscontrate 
fra i trattamenti di puliruta impiegati ed in tutti i confronti fra i descrittori quantitativi dei campioni 
(misure di colore, contenuto in microelementi, pH, ecc.) in cui fosse necessario valutare il peso 
dell’errore residuo rispetto alla varianza dovuta ai trattamenti.  
Il metodo dell’ANOVA si propone di verificare l’ipotesi (ipotesi nulla) che non vi siano differenze 
tra le variabili prese in esame, e che le eventuali differenze siano dovute a fattori esterni.  
Per effettuare l’analisi si testa l’ipotesi nulla, considerando che la varianza dei dati può esser 
distribuita in due parti:  
 tra le medie dei trattamenti; 
 nei trattamenti. 
Si è proceduto quindi confrontando le varianze con un test di Fisher (F), per verificarne 
l’uguaglianza (Scossiroli et al., 1971).  
Il primo passo dell’analisi è consistito nello scorporare la somma degli scarti quadratici nelle due 
componenti indicate sopra. In questo modo è stata ottenuta la sorgente di varianza identificabile, 
dovuta alla differenza di trattamento (SA) e la componente di varianza non controllabile insita, 
invece, nei trattamenti stessi (SR). 
 
Il programma XLSTAT 2009 riporta i risultati in una tabella come di seguito: 
Differenza d.f. Somma degli scarti quadratici Media degli scarti quadratici 
Tra i trattamenti k-1 SA SA/(k-1) 
Tra le repliche N-k SR SR/(N-k) 
Totale N-1   
 
dove:   d.f. = gradi di libertà  
k-1 = numero di variabili - 1  
N-k = numero di repliche - k  
N-1 = numero di repliche - 1  
SA = somma degli scarti quadratici tra diversi trattamenti  
SR = somma degli scarti quadratici tra le repliche dei trattamenti  
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A questo punto abbiamo due valori di varianza da confrontare: se la varianza dovuta ai trattamenti è 
molto superiore all’errore residuo, ci sono poche speranze che l’ipotesi nulla possa essere accettata. 
È altresì importante considerare che quando SA/SR ha un valore molto basso può essere probabile 
che qualche importante fattore non controllabile, non sia stato randomizzato bene durante gli 
esperimenti.  
 
In generale, per confrontare tra loro le varianze si opera un test-F, facendo il rapporto tra la varianza 
between-treatment e quella dei residui.  
      
Fe = SA(N-k)/SR(k-1) 
 
Se Fe>Ftab si può asserire che vi è una significativa differenza tra i trattamenti (al livello di 
significatività scelto) (Camussi et al., 1986).  
 
3.5.4 Test di confronto (t-Student) 
Nei confronti a coppie (trattato vs controllo; trattamento A vs trattamento B; ecc.) in cui non 
fosse applicabile il test ANOVA, è stato utilizzato il test t-Student. Si tratta di un metodo statistico 
(a due code) per la verifica della significatività della differenza dalla media, cioè per verificare se il 
valore osservato differisce significativamente dal valore medio ovvero se l’eventuale differenza sia 
attribuibile al caso (cioè al campionamento) o se sia effettivamente dovuto ad una differenza fra le 
coppie di dati. Il valore di riferimento per il test-t è espresso come intervallo, in funzione della 
dispersione dei valori attorno alla media aritmetica (deviazione standard). Il livello di significatività 
è stato fissato come p<0,05 (Camussi et al., 1986). Infine il numero di gradi di libertà effettivi è 
stato calcolando utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite; mentre il valore critico t è stato 
calcolando utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox (Woolson et al., 2002). 
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4. RISULTATI 
4.1 Caratterizzazione dei campioni di carta  
Le analisi effettuate sui campioni di carta, prima e dopo gli inoculi fungini ed i trattamenti di 
pulitura, hanno permesso di verificare alcune ipotesi sull’efficacia dei metodi di biopulitura nonché 
di comprendere se, ed in quale misura, l’utilizzo di enzimi e batteri possa essere approfondito per 
trattare problematiche di restauro e conservazione dei materiali cartacei deturpati da alterazioni 
cromatiche di origine fungina. Pertanto la caratterizzazione preliminare delle carte utilizzate per le 
prove è stata fondamentale per conoscerne le caratteristiche prima di effettuare i differenti interventi 
di rimozione delle alterazioni cromatiche presenti su di esse.  
 
La microanalisi eseguita sulle carte scelte per la sperimentazione ha permesso di caratterizzarne il 
contenuto elementale e di metterne in evidenza alcune peculiarità composizionali. Data la relativa 
disomogeneità della superficie cartacea si è deciso di eseguire l’analisi su una griglia di punti 3x3, 
in modo da avere una misura della variabilità del dato (Fig. 21). I valori medi del contenuto dei 
singoli elementi chimici sono riportati in ppm nella tabella 7.  
 
 
Figura 21. Immagine SEM della carta Perusia tal quale (1000x): 
esempio di griglia di punti 3x3 per microanalisi.  
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Tabella 7. Composizione chimica elementale (ppm) dei campioni di carta tal quali. 
Valori medi di 9 repliche ± Deviazione standard. 
Mezzofino Perusia Whatman 
 
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
C 62168,0 2754,7 60841,4 2832,7 60114,7 4568,0 
O 37719,6 2595,0 35022,5 4201,9 39885,3 4568,0 
Mg --- --- 124,8 20,5 --- --- 
Al --- --- 199,1 27,4 --- --- 
Si --- --- 1573,0 181,4 --- --- 
S --- --- 54,1 11,2 --- --- 
Cl --- --- 55,7 11,1 --- --- 
Ca --- --- 1028,6 73,7 --- --- 
Fe --- --- 147,0 22,1 --- --- 
 
I dati ottenuti consentono di distinguere le carte Mezzofino e Whatman dalla carta Perusia che 
risulta l’unica a presentare cospicue concentrazioni di microelementi, inclusi quelli non desiderabili 
in una carta, come il ferro (Fe). Tali differenze composizionali sono riscontrabili anche 
dall’osservazione al microscopio ottico effettuata sull’impasto fibroso. L’analisi al microscopio 
dell’impasto fibroso rappresenta un utile strumento per l’identificazione della provenienza e la 
valutazione del grado di raffinazione e di integrità delle carte a seguito della valutazione delle 
caratteristiche morfologiche riscontrate. 
La carta Mezzofino risulta costituita in gran parte da pasta meccanica di legno, fibre colorate in 
giallo; ma sono presenti anche alcune fibre di conifera (pasta semichimica), fibre colorate in blu, 
che nella pianta viva svolgono sia la funzione di sostegno che di conduzione e sono riconoscibili 
dalle punteggiature (Fig. 22). La carta Mezzofino presenta una grammatura pari a 50g/m2.  
Figura 22. Immagine dell’impasto fibroso della carta Mezzofino 
al microscopio ottico (10x) ed al microscopio elettronico a scansione (1000x). 
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Invece le fibre della carta Perusia sono di colore rosso vinoso, caratteristica colorazione delle fibre 
tessili quali cotone, lino o canapa, ma in questo caso è possibile escludere il cotone poiché le fibre 
di tale pianta hanno una caratteristica forma nastriforme (Caneva et al., 2005). Inoltre non si 
evidenzia la presenza di pasta meccanica di legno e si possono vedere alcune fibre scure, non 
bianchite, con possibile presenza di lignina o altre impurezze. La carta mostra un buon grado di 
raffinazione, definibile dalle numerose fibrille, e si nota la presenza di elementi tondeggianti 
colorati in giallo, probabilmente cariche minerali aggiunte alla carta (Fig. 23). La carta Perusia 
presenta una grammatura pari a 88g/m2. 
Figura 23. Immagine dell’impasto fibroso della carta Perusia 
al microscopio ottico (10x) ed al microscopio elettronico a scansione (1000x). 
 
Infine la carta Whatman è costituita esclusivamente da cellulosa pura e, quindi, non si è ritenuto 
necessario effettuare alcun test per la caratterizzazione delle fibre stesse (Fig. 24). La carta 
Whatman presenta una grammatura pari a 87g/m2. 
 
Figura 24. Immagine al microscopio elettronico a scansione della carta Whatman (1000x). 
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Dai test effettuati con il reattivo allo iodio-ioduro di potassio per il riconoscimento dell’amido e con 
il reattivo di Schmidt per la gelatina non sono emersi risultati positivi. Il comportamento dell’acqua 
sulla carta, dove la goccia non si spande poiché l’angolo di contatto con il supporto è maggiore di 
90°, lascia però pensare alla presenza di collanti probabilmente di natura sintetica e, quindi, non 
evidenziabili con i test effettuati.  
 
Ulteriori differenze fra le carte scelte per produrre in vitro i campioni da sottoporre ai trattamenti di 
biopulitura sono state evidenziate grazie ai dati di colore e pH (Tab. 8). 
 
Tabella 8. Dati di colore e di pH delle carte tal quali. Valori medi di 5 repliche. 
Colore  
Y x y L a b 
pH 
Mezzofino 70,12 0,34 0,34 87,05 2,45 15,33 5,4±0,1 
Perusia 72,50 0,34 0,35 88,20 2,07 18,50 6,5±0,1 
Whatman 87,72 0,32 0,32 95,04 0,75 4,91 5,8±0,1 
 
4.2 Riproduzione del danno biologico 
La formazione delle macchie fungine risente fortemente delle caratteristiche del substrato 
comportando una variabilità negli effetti dello sviluppo fungino su ciascuna delle carte utilizzate. 
Ogni singola specie fungina, infatti, ha prodotto “macchie-test” diverse, per aspetto e dimensione, 
sui differenti campioni di carta usati nella sperimentazione.  
 
Aureobasidium pullulans 
       Il fungo produce una macchia                 Il fungo produce una macchia                  Il fungo produce una macchia 
    scura, di colore nero, concentrata           con bordo più scuro, visibile anche          scura, di colore nero, melanica, con 
          nella zona dell’inoculo. Il                     sul recto del campione, con un             bordo più scuro. Il pigmento penetra 
    pigmento penetra nelle fibre ed è         leggero alone intorno, ed è concentrata           nelle fibre ed è visibile anche 
visibile anche sul recto del campione.                  nella zona dell’inoculo.                            sul recto del campione.  
 
Carta Mezzofino      Carta Perusia Carta Whatman 
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Aspergillus terreus 
 
       Il fungo produce una piccola                   Il fungo produce una macchia            Il fungo produce un alone di 
   macchia di colore giallo-marrone              notevolmente diversa dalle altre:          colore giallo-marrone visibile    
     nel punto di inoculo, poco più                  il colore è grigio scuro e l’alone           anche sul recto del campione 
        scura del colore della carta.        è molto pronunciato. Inoltre la                  in quanto il pigmento  
      La macchia non è visibile sul                macchia è leggermente visibile                         penetra all’interno  
              recto del campione.                      sul recto del campione.                  delle fibre della carta. 
 
 
Eurotium chevalieri 
 
     Il fungo produce una macchia                  Il fungo produce una macchia                  Il fungo produce una macchia 
 concentrata nella zona dell’inoculo,         di colore marrone concentrata nella                 di colore marrone dovuta 
     di colore marrone e dovuta al                  zona dell’inoculo. Il fungo non                     principalmente al micelio 
  micelio superficiale. Il pigmento                  penetra nelle fibre della carta                       superficiale. La macchia 
  rilasciato non penetra nelle fibre                         e la macchia rimane                            è parzialmente visibile anche 
      e, quindi, la macchia non è                          superficiale, non visibile                      sul recto del campione a seguito 
   visibile sul recto del campione.                        sul recto del campione.                            del rilascio del pigmento. 
 
Analizzando i risultati delle analisi colorimetriche eseguite sui funghi utilizzati nelle prove di 
biopulitura, l’ANOVA divide i tre funghi in due diversi raggruppamenti. In particolare 
   Carta Mezzofino      Carta Perusia Carta Whatman 
   Carta Mezzofino      Carta Perusia Carta Whatman 
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considerando il valore di ∆L, ossia la variazione di luminosità tra la carta tal quale e la carta 
inoculata con il fungo, l’analisi permette di distinguere sempre fra l’A. pullulans e gli altri due 
funghi, indicando quindi che le macchie prodotte da questi ultimi hanno valori di luminosità molto 
diversi da quelle prodotte dal primo. Ciò a testimonianza del fatto che l’A. pullulans è l’unico dei 
tre funghi a produrre ife pigmentate e fortemente melaniche capaci di penetrare nelle fibre di 
cellulosa, colorandole con un meccanismo più invasivo di quanto non facciano l’A. terreus e l’E. 
chevalieri (Graf. 1). 
Variazione di colore - ∆L
-2,0
-1,0
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
E. chevalieri                     A. terreus                     A. pullulans
 
Grafico 1. Analisi ANOVA dei valori della variazione di luminosità (∆L) delle carte Mezzofino, Perusia e Whatman 
inoculate con i funghi A. pullulans,  A. terreus ed E. chevalieri. Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le 
deviazioni standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente 
significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Considerando contemporaneamente la variabile fungo e la variabile carta, invece, i raggruppamenti 
che si formano sono la dimostrazione di come la variabilità del set di dati dovuta alla specie fungina 
non sia definita solo dalle caratteristiche dei singoli organismi usati nella sperimentazione. 
Variando, infatti, il tipo di carta, anche all’interno del set di campioni ottenuti con la medesima 
specie fungina, è possibile avere una grande variabilità di risposta, come si evince dalla tabella 9 in 
cui vengono riportati sia i valori della variazione di luminosità (∆L) che della variazione globale di 
colore (∆E) di tutte le carte inoculate con i tre funghi selezionati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
    A 
       A 
 B 
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Tabella 9. Analisi ANOVA dei dati colorimetrici delle macchie considerando le variabili fungo e carta. 
Valori medi di 5 repliche. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa  
per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
A. pullulans su Perusia 0,20 A  A. pullulans su Mezzofino 3,75 A 
A. pullulans su Whatman        -1,06 A        B  A. pullulans su Perusia 1,72 B 
A. pullulans su Mezzofino        -2,56 B  A. pullulans su Whatman 1,34 B 
 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
A. terreus su Perusia 6,23 A  A. terreus su Perusia 6,76 A 
A. terreus su Mezzofino 1,89 B  A. terreus su Mezzofino 2,16 B 
A. terreus su Whatman 0,59 C  A. terreus su Whatman 2,15 B 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
E. chevalieri su Perusia 8,48 A  E. chevalieri su Perusia 8,71 A 
E. chevalieri su Whatman 2,12 B   E. chevalieri su Mezzofino 4,12 B 
E. chevalieri su Mezzofino 1,41 B  E. chevalieri su Whatman 2,56 C 
 
La microanalisi effettuata sulle carte inoculate con i funghi ha permesso di rilevare come questi 
ultimi non siano determinanti per il contenuto in microelementi della carta, sebbene si possa notare 
una correlazione tra l’A. terreus e l’elemento calcio. Questo fungo, infatti, è in grado di produrre 
ossalati trasformando il calcio, già presente come carbonato nella carta, in ossalati di calcio. Tale 
caratteristica, riscontrabile solo sulla carta Perusia poichè l’unica ad avere calcio nella 
composizione di partenza, è emersa sia dalle osservazioni delle immagini ottenute al SEM, dove i 
cristalli di ossalato sono chiaramente visibili come strutture regolari bianche addossate alle fibre di 
cellulosa, sia nella microanalisi topografica effettuata sui singoli cristalli. Inoltre confrontando gli 
spettri effettuati su una zona pulita della carta (nero) e su un cristallo (azzurro) si può chiaramente 
notare la presenza di un picco del calcio nel secondo spettro non riscontrabile nel primo, a 
testimonianza della presenza di ossalati di calcio (Fig. 25-26). Il fatto che si tratti di ossalati è stato 
accertato in un precedente lavoro (Pinzari et al., 2010). 
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Figura 25. Carta Perusia inoculata con A. terreus osservata al microscopio elettronico a scansione (1000x). 
 
 
Figura 26. Spettro relativo alla microanalisi eseguita su una zona pulita (nero) e su un cristallo (azzurro). 
 
Le analisi di pH superficiale effettuate sui campioni hanno risentito della difficoltà di eseguire 
correttamente le misure in quanto la goccia d’acqua necessaria raramente è rimasta tale 
permettendone una corretta misurazione; mentre la maggior parte delle volte si è subito espansa su 
tutto il campione rendendone molto difficoltosa la procedura. Dalle analisi eseguite sui campioni di 
carta inoculati con i funghi, comunque, non emergono differenze statisticamente significative tra la 
carta tal quale e dopo gli inoculi fungini. Di seguito si riporta l’istogramma relativo ai valori medi 
di pH (Graf. 2). 
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Grafico 2. Analisi ANOVA dei valori di pH delle carte Mezzofino, Perusia e Whatman prima e dopo 
gli inoculi fungini (A. pullulans, A. terreus ed E. chevalieri). Valori medi di 5 repliche. 
Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media. 
 
4.3 Prove di pulitura mediante l’applicazione dei trattamenti enzimatici 
Una prima valutazione degli effetti sulle carte dei trattamenti nel loro complesso ha riguardato le 
modifiche chimiche apportate rispetto alla composizione originaria. Si tratta di una questione 
delicata dal momento che qualsiasi microelemento aggiunto ad una carta potrebbe, nell'immediato o 
nel tempo, indurvi modificazioni indesiderate del colore o della resistenza meccanica.  
La microanalisi ha messo in evidenza alcune modificazioni nella composizione elementale delle 
carte, come si evince dai valori medi del contenuto dei singoli elementi chimici riportati nella 
tabella 10. La significatività delle differenze fra i gruppi di campioni analizzati è stata valutata per 
mezzo dell’analisi ANOVA e dal successivo test di Tukey, relativo all’analisi delle differenze tra le 
categorie, con un intervallo di attendibilità del 95%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 92 
 
Tabella 10. Composizione chimica elementale (ppm) dei campioni. 
I dati sono relativi a tutte le carte e a tutte e tre le specie di funghi inoculati. nt - campioni di carta non trattati; 
nt_F - campioni di carta inoculati con i funghi filamentosi e non trattati; t_F - campioni inoculati e trattati con enzimi 
per la rimozione delle macchie fungine. Valori medi di 9 repliche ± Deviazione standard. 
nt nt_F t_F  
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
Mg 416,2 128,7 214,3 95,5 173,4 95,0 
Al 66,4 17,9 946,3 178,3 1581,6 325,5 
Si 524,3 125,8 1402,4 265,1 2607,5 488,7 
K --- --- 965,3 214,0 1194,2 200,0 
P --- --- 65,7 41,0 1985,3 364,0 
S 18,0 6,7 153,0 58,4 136,8 82,3 
Cl 18,6 6,7 814,8 150,1 94,5 68,7 
Ca 380,3 63,5 8067,3 1622,7 11831,4 2703,3 
 
In generale si può notare come la concentrazione di alluminio (Al), silice (Si), e calcio (Ca) aumenti 
sia dopo l’inoculo fungino che dopo il trattamento, mentre quella di magnesio (Mg) diminuisca. 
Inoltre è possibile riscontrare la comparsa di potassio (K) e fosforo (P), prima non presenti, e di 
zolfo (S) e cloro (Cl) presenti solo in traccia, nei campioni di carta sia a seguito dell’inoculo 
fungino che del successivo trattamento di pulitura. 
 
Successivamente sono stati analizzati i dati colorimetrici complessivi al fine di verificare in quale 
misura i trattamenti enzimatici abbiano influito sulla colorazione delle macchie. 
Dall’analisi fattoriale discriminante, effettuata utilizzando come criterio di raggruppamento i 
differenti trattamenti enzimatici (diverse combinazioni dei tre enzimi, con e senza gel), emerge una 
bassa significatività della classificazione. Infatti quasi tutti i gruppi, ovvero i trattamenti, risultano 
mescolati, indicando una bassa “forza” delle categorie individuate a priori per l’analisi e, quindi, la 
creazione di un modello di classificazione debole, incapace di distinguere nella massa dei campioni 
quelli trattati in un modo piuttosto che in un altro. Fa eccezione il raggruppamento relativo al 
trattamento del solo enzima chitinasi come si evince dal grafico 3. 
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Analisi Fattoriale Discriminante (DFA)
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Grafico 3. Analisi fattoriale discriminante (DFA) effettuata utilizzando come criterio di raggruppamento i differenti 
trattamenti enzimatici effettuati su tutte le carte inoculate con i tre funghi scelti (F1= ∆E e F2= ∆L). ♦ P - proteasi; 
♦ C+L+P - chitinasi, lipasi e proteasi; ♦ C - chitinasi; ♦ C+L - chitinasi e lipasi. Valori medi di 5 repliche.   
 
Questo dato si apprezza in maniera ancora più marcata se si considera il grafico 4 che riporta solo i 
baricentri dei gruppi senza tutte le osservazioni. Il gruppo dei campioni trattati con chitinasi è 
classificato dal modello al 50%, anche se poi nel complesso l’elevata variabilità, dovuta alla 
peculiarità delle macchie fungine ottenute sulle diverse carte, porta ad una scarsa separazione dei 
restanti gruppi. 
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Grafico 4. Analisi fattoriale discriminante: baricentri dei raggruppamenti eseguiti secondo i trattamenti enzimatici. 
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Dal test Tukey’s HSD effettuato sui valori di variazione di colore (∆), prima e dopo i trattamenti 
enzimatici su tutti i campioni di carta, emergono differenze statisticamente significative solo nel 
caso della variazione di luminosità (∆L) a seconda dell’enzima utilizzato (Tab. 11).  
 
Tabella 11. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori della variazione di colore (∆) 
dei campioni trattati con gli enzimi.  
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05.  
Categoria Media - ∆a Gruppi Media - ∆b Gruppi Media - ∆L Gruppi Media - ∆E Gruppi 
P 0,021 A -1,038 A 3,791  A 4,601 A 
C+L 0,117 A -0,734 A 2,598  A     B 3,999 A 
C+L+P 0,108 A -0,788 A 2,148  A     B 3,875 A 
C -0,450 A -0,162 A -0,890       B 1,960 A 
 
Inoltre il test t-Student eseguito sui valori di differenza di colore prima e dopo i trattamenti 
enzimatici applicati su tutti i campioni non evidenzia alcuna differenza statisticamente apprezzabile 
tra l’applicazione enzimatica a gocce o l’utilizzo del gel come supporto. Mentre dai risultati relativi 
ai tempi di posa, emerge una differenza statisticamente significativa nel caso della variazione della 
luminosità (∆L) che risulta maggiore per i 30 minuti di posa rispetto ai 60 minuti (Tab. 12). 
 
Tabella 12. Test t-Student eseguito sulle variazioni di colore delle carte inoculate 
con i funghi e sottoposte a trattamento enzimatico sulla base dei tempi di posa. 
Valori medi di 5 repliche. 
Categoria Media - ∆a Media - ∆b Media - ∆L Media - ∆E 
30 min 0,16 -0,99 3,49 4,46 
60 min         -0,02 -0,67 1,90 3,66 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆L). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -3,077; -0,098 [. 
Differenza  -1,588 
t (Valore Osservato)  -2,152 
t (Valore Critico)  2,020 
GDL  79 
p-value (bilaterale)  < 0,034  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l'approssimazione di Cochran-Cox. 
 
Dopo questa prima serie di considerazioni eseguite sulla base dei risultati di colore relativi 
all’insieme dei campioni, sono stati scelti i trattamenti più efficaci, caso per caso, e su di essi sono 
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state eseguite ulteriori misure per avere un più ampio intervallo di valori da utilizzare nei confronti 
statistici dei singoli trattamenti (Tab. 13).  
 
Tabella 13. Elenco dei trattamenti scelti per eseguire le repliche.  
C - trattamento con chitinasi; L+C - trattamento con lipasi e chitinasi; 
C+L+P - trattamento con chitinasi, lipasi e proteasi; P - trattamento con proteasi. 
Fungo Carta Trattamento Applicazione Tempo di posa 
Mezzofino C gocce 60 min 
Perusia L+C gel 60 min A. pullulans 
Whatman C+L+P gel 60 min 
Mezzofino C+L+P gocce 60 min 
Perusia L+C gocce 60 min A. terreus 
Whatman C+L+P gocce 30 min 
Mezzofino P gel 30 min 
Perusia C+L+P gocce 60 min E. chevalieri 
Whatman P gel 30 min 
 
Un primo confronto è stato condotto fra i valori di variazione “globale” di colore (∆E) apportati dai 
trattamenti selezionati, sui campioni di carta macchiati, perché capaci di modificare in qualche 
modo l’apparenza delle macchie. I valori medi del ∆E dei trattamenti “vincenti” sono riportati 
nell’istogramma sottostante (Graf. 5). 
 
Variazione globale di colore - ∆E
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Grafico 5. Analisi ANOVA dei valori della variazione “globale” di colore di tutti i funghi sulle tre carte a seguito dei 
trattamenti. L+C - trattamento con lipasi e chitinasi; C - trattamento con chitinasi; C+L+P - trattamento con chitinasi, 
lipasi e proteasi; P - trattamento con proteasi. Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni 
standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa 
per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
     B 
     B 
     A 
B 
B 
B 
B 
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L’analisi ANOVA restituisce delle differenze significative fra le intensità della variazione “globale” 
di colore (∆E) indotta dai diversi trattamenti di biopulitura impiegati. Nel grafico, infatti, spicca 
l’efficacia della miscela lipasi e chitinasi applicata per 60 minuti in goccia (L+C 60Min). 
Nel caso della variazione della luminosità (∆L), invece, dall’ANOVA emerge che il trattamento 
migliore è quello costituito dalla miscela chitinasi, lipasi e proteasi applicata per 60 minuti in goccia 
(C+L+P 60Min) e, a seguire, la miscela lipasi e chitinasi applicata per 60 minuti in goccia (L+C 
60Min) (Graf. 6). 
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Grafico 6. Analisi ANOVA dei valori della variazione di luminosità (∆L) di tutti i funghi sulle tre carte dopo i vari 
trattamenti. C - trattamento con chitinasi; C+L+P - trattamento con chitinasi, lipasi e proteasi; L+C - trattamento con 
lipasi e chitinasi; P - trattamento con proteasi.  Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni 
standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa 
per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Infine anche i cambiamenti sostanziali del grado sia di verde (∆a) sia di giallo (∆b) delle macchie si 
è avuto grazie all’utilizzo della miscela lipasi e chitinasi applicata per 60 minuti (L+C 60min), 
come è messo in evidenza nella tabella 14. 
 
Tabella 14. Confronto sulle coordinate di colore tra i diversi trattamenti enzimatici applicati ai campioni. 
Valori medi di 5 repliche. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
Categoria Media - ∆a Gruppi  Categoria Media- ∆b Gruppi 
L+C 60 Min  1,75 A  L+C 60 Min  8,85 A 
P 30 Min Gel 0,56 A        B  C 60 Min 1,66 B 
C 60 Min 0,31 A        B  C+L+P 60 Min Gel 1,42 B 
L+C 60 Min Gel 0,17 B  L+C 60 Min Gel 0,41 B 
C+L+P 30 Min Gel 0,07 B  C+L+P 30 Min Gel -0,71 B 
C+L+P 60 Min Gel -0,14 B  C+L+P 60 Min -1,42 B 
C+L+P 60 Min -0,25 B  P 30 Min Gel -1,95 B 
 
     A B 
 A B 
  A 
    B C 
    C    B C 
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Come accennato, differenze molto marcate sono state riscontrate soprattutto fra le reazioni dei 
differenti funghi ai trattamenti applicati per rimuoverne gli effetti sulle carte. In generale può essere 
fatta qualche considerazione su quale fungo sia stato maggiormente rimosso od i cui effetti siano 
stati più efficacemente minimizzati a seguito dei trattamenti enzimatici. Nel grafico 6 sono riportati 
i valori medi della variazione della luminosità (∆L) rispetto alle singole specie fungine. 
Dall’istogramma si nota come il valore più elevato del ∆L sia quello corrispondente all’E. 
chevalieri. 
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Grafico 7. Analisi ANOVA dei valori della variazione di luminosità (∆L) di tutti i funghi sulle tre carte a seguito di 
tutti i trattamenti. C - trattamento con chitinasi; C+L+P - trattamento con chitinasi, lipasi e proteasi;  
L+C - trattamento con lipasi e chitinasi; P - trattamento con proteasi. Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore 
indicano le deviazioni standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza 
statisticamente significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Dall’analisi ANOVA effettuata sui valori della variazione di colore (∆) prima e dopo i trattamenti 
enzimatici delle macchie causate da E. chevalieri sulle tre differenti tipologie di carta, emergono 
differenze statisticamente significative fra tutte e tre le carte in termini di resa dei trattamenti. Risulta 
cioè diverso l’effetto del trattamento sulle macchie fungine causate sulle carte dai due funghi a 
seconda che si consideri una tipologia di carta piuttosto che un’altra.  
La carta Perusia si differenzia dalle altre due per il valore della variazione globale di colore (∆E) ed di 
luminosità (∆L) dopo i trattamenti. Nel grafico 8 sono riportati come barre dell’istogramma i valori 
medi della variazione di colore (∆) ottenuti dalle tre carte macchiate con E. chevalieri e trattate con 
enzimi. Si riportano anche i rispettivi risultati del test di Tukey (lettere in maiuscolo sulle barre degli 
istogrammi) ad indicare come tutti i confronti portino a differenze statisticamente significative almeno 
di una carta rispetto alle altre due sperimentate. 
 A B 
    B 
      A 
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Grafico 8. Analisi ANOVA dei valori medi delle variazioni di colore (∆) prima e dopo i trattamenti delle tre carte 
inoculate con E. chevalieri. ∆L: variazione della luminosità; ∆E: variazione globale di colore. Le barre d’errore 
indicano le deviazioni standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza 
statisticamente significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
In effetti la macchia prodotta dal fungo dopo il trattamento migliora sensibilmente così come può essere 
osservato nella figura 25. 
                                            
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Esempio: carta Perusia inoculata con E. chevalieri prima e dopo il trattamento enzimatico 
con chitinasi, lipasi e proteasi per 60 minuti. 
 
Analogo è il caso dell’A. terreus. Dall’analisi ANOVA e dal successivo test di Tukey’s HSD, per il 
confronto dei valori medi delle variazioni di colore (∆) ottenuti dalle tre carte macchiate con A. 
terreus e trattate con gli enzimi, emerge come alcuni confronti portino a differenze statisticamente 
significative (Tab. 15). 
 
Tabella 15. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori della variazione di colore (∆) dei campioni trattati con 
gli enzimi. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05.  
Categoria Media - ∆a Gruppi Media - ∆b Gruppi Media - ∆L Gruppi Media - ∆E Gruppi 
Mezzofino 0,131   A 0,203 A 1,894 A 2,157   A 
Perusia 0,637           B 2,436  B 6,229  B 6,763           B 
Whatman 0,218            B -2,051            C 0,593            C 2,151           B 
 
 
     A 
     B       B 
     B 
   A 
       C 
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La differenza più marcata riguarda la variazione di luminosità in base alla quale la carta Perusia presenta 
valori significativamente molto più elevati rispetto alle altre due carte. A ciò si affianca, sempre in 
Perusia, un valore significativamente maggiore che nelle altre due carte del ∆b, ovvero la differenza fra 
trattato e non trattato nella coordinata del grado di “giallo”. La figura 26 conferma un sensibile 
miglioramento della macchia fungina dopo il trattamento. 
 
                                
 
 
 
 
 
Figura 26. Esempio: carta Perusia inoculata con A. terreus prima e dopo il trattamento 
con lipasi e chitinasi per 60 minuti. 
 
Diverso è il caso relativo all’A. pullulans, dove l’analisi ANOVA eseguita sui valori di differenza di 
colore prima e dopo i trattamenti enzimatici delle macchie causate dall’A. pullulans sulle tre 
differenti tipologie di carta ha messo in evidenza che per tutte e tre le carte i trattamenti enzimatici 
determinano una variazione globale di colore (∆E) positiva, più marcata per la carta Mezzofino 
(Graf. 9).  
Variaione globale di colore - ∆E
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
Mezzofino Perusia Whatman
 
Grafico 9. Analisi ANOVA dei valori della variazione “globale” di colore (∆E) delle carte Mezzofino, Perusia e 
Whatman inoculate con il fungo A. pullulans. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza 
statisticamente significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. Valori medi di 5 repliche. 
Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media. 
 
Nel caso delle macchie indotte da questo fungo su carta Whatman, invece, sono quelle che 
presentano un maggior cambiamento delle coordinate di colore verso valori negativi dopo i 
  A 
 B 
   B 
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trattamenti enzimatici rispetto alle altre carte impiegate nella sperimentazione. Il test t-Student, 
però, non evidenzia una differenza significativa per quanto riguarda le coordinate di colore, ma in 
questo caso particolare i campioni non trattati presentano un valore di luminosità più elevato 
rispetto a quelli trattati. I trattamenti hanno avuto cioè un effetto negativo sull’aspetto delle macchie 
prodotte dall’A. pullulans, rendendole più scure. 
 
Infine possono essere fatte considerazioni più mirate possono essere condotte analizzando le 
variazioni di colore intese non come “delta” (∆), ovvero differenze rispetto al non trattato, ma come 
spostamento delle tre coordinate di colore L*a*b* dopo i singoli trattamenti enzimatici per le tre 
tipologie di carta messe assieme. Anche in questo caso l’ANOVA non restituisce differenze 
statisticamente significative, ma i valori medi delle misure delle tre coordinate dei campioni non 
trattati (nt) sono tendenzialmente più elevati sia per la coordinata b (misura dell’intensità nel giallo) 
che per la coordinata L (luminosità) rispetto ai campioni trattati (t) (Tab. 16).    
 
Tabella 16. Test Tukey’s HSD eseguito sulle coordinate di colore L*a*b* 
delle carte inoculate con A. pullulans e trattate con enzimi. 
Valori medi di 5 repliche. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media - a Gruppi Media - b Gruppi Media - L Gruppi 
nt 1,44 A 10,14 A 78,86 A 
C 1,35 A 9,83 A 77,80 A 
C+L 1,01 A 9,61 A 77,52 A 
C+L+P 0,97 A 9,39 A 77,30 A 
 
Sebbene la differenza tra i diversi trattamenti non sia significativa, complessivamente i campioni 
non trattati presentino valori di luminosità più elevati dei campioni trattati. Risultato visibile anche 
ad occhio nudo come mostra la figura 27. 
 
                                  
 
 
 
 
 
Figura 27. Esempio: carta Whatman inoculata con A. pullulans prima e dopo il trattamento 
con chitinasi, lipasi e proteasi su gel per 60 minuti. 
 
Un’osservazione interessante può essere fatta analizzando opportunamente l’aspetto microscopico 
del micelio fungino residuo sui campioni cartacei dopo i trattamenti. Dalle immagini ottenute al 
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SEM (Fig. 28÷30) si nota come a seguito dei trattamenti enzimatici la presenza del fungo sulla 
superficie dei campioni cartacei sia fortemente ridotta, se non del tutto eliminata, anche quando la 
macchia rimane, invece, presente sul campione, nella forma di un mutamento deturpante del colore. 
L’azione meccanica del pennello, necessaria per la rimozione delle soluzioni enzimatiche, ha 
sicuramente aiutato la rimozione delle spore e del micelio superficiali. Risulta evidente che, nella 
maggior parte dei casi analizzati, il fungo rilascia il pigmento nel substrato o cresce internamente 
alle fibre di cellulosa, che sono notoriamente cave. Pertanto non è sufficiente rimuovere il micelio 
superficiale per poter eliminare le macchie prodotte dai funghi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 102 
 
 
 
 
Figura 28. E. chevalieri su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) il trattamento (1000x). 
Il fungo E. chevalieri si sviluppa all’interno della carta producendo conidiofori pigmentati di colore marrone 
che si proiettano perpendicolari al substrato. Dopo i trattamenti enzimatici il fungo non è più presente, 
ma è evidente la degradazione di alcune fibre dovuta all’attività cellulosolitica dell’ E. chevalieri. 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 29. A. terreus su carta Perusia prima (a.) e dopo (b.) il trattamento (1000x). 
Il fungo produce ossalati di calcio, visibili nella foto come cristalli bianchi di forma rafidica. 
Nell’immagine relativa al campione trattato si nota solo in parte la rimozione dei cristalli, 
ad indicare come questi siano saldamenti ancorati alle fibre della carta. 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 30. A. pullulans su carta Mezzofino prima (a.) e dopo (b.) il trattamento (1000x). 
In queste immagini si può notare la massiccia presenza di conidi e di ife fungine che restano fra le fibre di carta 
anche dopo i trattamenti enzimatici: ciò a testimonianza che il fungo è estremamente ancorato al substrato 
e, quindi, difficile da eliminare. 
 
 
I risultati delle analisi confermano quello che visivamente è stato il risultato ottenuto sui campioni. 
L’A. pullulans è il fungo che meno di tutti viene intaccato dal trattamento. Del resto è l’unico dei tre 
utilizzati nella sperimentazione a produrre una macchia melanica e quindi senza dubbio di più 
b. 
a. 
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difficile eliminazione. I risultati delle misurazioni colorimetriche, eseguite dopo i trattamenti con 
enzima chitinasi, mostrano una diminuzione nei valori della luminosità, ma lasciano comunque 
pensare ad un’effettiva azione dell’enzima. 
 
Il pH delle carte è stato monitorato durante tutta la sperimentazione. Un qualsiasi trattamento di 
pulitura o di restauro può, infatti, essere efficace nell’eliminare la macchia fungina dalla carta, ma 
comportare un cambiamento nocivo del pH tale da renderne sconsigliabile l’utilizzo nonostante 
l’efficacia.  
Il pH per i supporti cartacei rappresenta un fattore fondamentale per la loro stabilità chimica poiché 
da esso dipendono i processi di idrolisi, che comportano la rottura dei legami presenti nella 
cellulosa e quindi fragilità della carta. Il trattamento con acidi degrada la struttura polimerica della 
cellulosa e la reazione e la sua velocità dipendono fortemente dal pH. Anche un ambiente 
fortemente alcalino, in condizioni di temperatura elevata, può causare scissione idrolitica in 
qualsiasi punto della catena e, quindi, degradazione polimerica (Bettolo, 2007).  
I valori di pH delle carte trattate e non trattate sono stati analizzati con l’ANOVA. Dagli istogrammi 
che riportano i valori medi di un minimo di 5 misure per macchia, si evince che, rispetto alle carte 
inoculate con i funghi e non ancora trattate, tutte le macchie che hanno subito i trattamenti 
enzimatici hanno presentato un aumento del valore di pH. Ciò va ricondotto anche alla presenza del 
tampone utilizzato per veicolare l’enzima sulle carte. In questa sede, infatti, ci si è preoccupati in 
via del tutto preliminare a saggiare l’attività sulle carte delle diverse miscele enzimatiche. In 
prospettiva sarà necessario valutare quale veicolo acquoso possa essere più idoneo per i trattamenti 
enzimatici su carta, in modo da minimizzare le eventuali interazioni negative con le fibre vegetali 
da un lato, ma ottimizzarne l’efficacia di pulitura dall’altra. 
 
Gli istogrammi relativi ai valori medi di pH dei campioni di tutte e tre le tipologie di carta ed ai dati 
dei tre differenti funghi utilizzati per la realizzazione in vitro delle macchie, presi separatamente, 
hanno un andamento molto simile. Tutti i trattamenti permettono alle carte di mantenere un pH 
compreso tra 6,0 e 7,5, grazie anche al tampone fosfato con pH intorno a 7,0, utilizzato per 
veicolare le miscele enzimatiche sulle carte.  
 
Nel caso delle carte Mezzofino e Whatman, facendo dei confronti tra prima e dopo il trattamento, è 
possibile mettere in evidenza delle differenze statisticamente significative attraverso il test t-Student 
(Graf. 10).  
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Grafico 10. Analisi ANOVA dei valori di pH delle carte Mezzofino, Perusia e Whatman inoculate con i funghi A. 
pullulans, A. terreus ed E. chevalieri, non trattate (nt) e trattate (t). Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano 
le deviazioni standard dalla media. Gli asterischi sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente 
significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Nel grafico 10 si può notare come il valore di pH delle tre carte si alzi in modo statisticamente 
significativo di circa un punto fra non trattato e trattato, sempre tenendo conto della variabilità del 
dato, in corrispondenza dell’intera area interessata dalle macchie fungine. Rispetto a prima del 
trattamento il valore di pH rimane entro valori neutrali, in teoria comunque ben tollerati dalla carta. 
Pertanto i trattamenti enzimatici testati nella sperimentazione non sembrano comportare, a livello 
del pH di superficie, effetti secondari nocivi per il substrato cartaceo. 
 
4.4 Prove di pulitura mediante l’applicazione dei trattamenti batterici 
La selezione dei ceppi batterici, appartenenti alla Collezione ENEA-Lilith, è stata effettuata sulla 
base delle loro potenzialità metaboliche: in particolare i batteri sono stati selezionati per la capacità 
di degradare il micelio e le spore fungine che colonizzano la carta e/o per la capacità di degradare il 
pigmento melanico dell’A. pullulans. Nel primo caso l’attenzione è stata rivolta verso batteri 
chitinolitici (Tab. 9) (Park et al., 2000; Folders et al., 2001; Frankowski et al., 2001; Liu et al., 
2002; Kim et al., 2003; Gohel et al., 2005; Someya et al., 2011). Nel secondo caso, invece, lo 
studio delle fonti bibliografiche (Diamantidis et al., 2000; Ramachandran et al. 2000; Suzuki et al., 
2003; Kiiskinen et al., 2004; Machczynski et al., 2004; Sharma et al., 2006; Niladevi, 2008; 
Madhavi et al., 2009; Desai et al., 2011; Le Roes-Hill et al., 2011; Imran et al., 2012) ha consentito 
di individuare alcuni ceppi batterici aventi caratteristiche e potenzialità simili a quelle riscontrate 
nei white rot fungi, ovvero complessi enzimatici ligninolitici in grado di attuare un processo di 
 *  *  * 
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degradazione nei confronti delle melanine: Streptomyces mauvecolor (UW43), Streptomyces 
spororaveus (UT8), Streptomyces heteromorphus (OSS34), Nocardia alba (TPID5) ed un ceppo 
della specie Streptomyces coelicolor (UR2) appartenente alla collezione ceppi dell’Università 
Friedrich Schiller di Jena (Germania). 
Chiaramente dalla selezione sono stati esclusi microrganismi patogeni o, in qualche modo, nocivi 
sia per gli operatori sia per i materiali che si vogliono pulire, ed i ceppi sporigeni, cioè capaci di 
sopravvivere in forma di spora quiescente anche dopo lunghi intervalli di tempo.  
 
Screening dell’attività cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica 
L’idrolisi della cellulosa e della gelatina si sono manifestate sotto forma di aloni di chiarificazione 
resi visibili grazie all’utilizzo di soluzioni acquose colorate: Congo Red per le piastre contenenti 
Carbossi Metil Cellulosa (CMC) (Fig. 31) ed Amido Black per le piastre contenenti gelatina (Fig. 
32). 
 
                                       
 
 
 
 
Bacillus pumilus 
(DAN10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mycobacterium sp. 
(MCC-K) 
 
 
Figura 31. Test per l’attività cellulosolitica. Nel caso del Bacillus pumilus (DAN10) sono ben visibili le zone di idrolisi 
della CMC manifestatesi sotto forma di aloni di chiarificazione grazie al colorante Congo Red. 
Nel caso del Mycobacterium sp. (MCC-K) non è avvenuto nessun processo di idrolisi. 
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Figura 32. Test per l’attività proteolitica. Nel caso del Bacillus pumilus (DAN10) sono ben visibili le zone di idrolisi 
della gelatina manifestatesi sotto forma di aloni di chiarificazione grazie al colorante Amido Black. 
Nel caso del Mycobacterium sp. (MCC-K) non è avvenuto nessun processo di idrolisi. 
 
Infine è stato eseguito il test per l’attività chitinolitica impiegando chitin azure a seguito di una 
modifica al protocollo messo a punto da Smith (Smith, 1977) per la degradazione della cellulosa 
(Cfr. Par. 3.3.3 Screening dell’attività cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica pp.). 
Il test è stato applicato a tutti i batteri selezionati e a tre funghi chitinolitici, quali controllo positivo: 
 Trichoderma viride - Pers., Neues Mag. Bot., Vol. 1, p. 92 (1794). Classificazione: 
Hypocreaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, 
Ascomycota, Fungi; 
 Trichoderma harzianum - Rifai, Mycol. Pap., Vol. 116, p. 38 (1969). Classificazione: 
Hypocreaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, 
Ascomycota, Fungi; 
 Aspergillus niger - Tiegh., Annls Sci. Nat., Bot., Sér. 5, No. 8, p. 240 (1867). 
Classificazione: Trichocomaceae, Eurotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, 
Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi;  
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A sviluppo completo dei batteri (Fig. 33) e dei funghi (Fig. 34), nessun tubo ha mostrato alcuna 
evidenza di rilascio del chitin azure, come risultato dell’attività chitinolitica, quindi non è stata 
rilevata nessuna diffusione del colorante nel terreno di base.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Test per l’attività chitinolitica secondo il protocollo di Smith (Smith, 1977) 
opportunamente modificato. Nei tubi in cui sono stati inoculati i batteri selezionati 
non è possibile rilevare nessuna diffusione del chitin azure nel terreno.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
Figura 34. Test per l’attività chitinolitica secondo il protocollo di Smith (Smith, 1977) 
opportunamente modificato. Nei tubi in cui sono stati inoculati i funghi chitinolitici 
non è possibile rilevare nessuna diffusione del chitin azure nel terreno.  
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Quindi il protocollo attuato non è adatto per determinare l’attività chitinolitica così come è stato 
applicato da Smith per l’attività cellulosolitica, ma ha bisogno di opportune modifiche nonché di 
ulteriori prove sperimentali per un suo migliore impiego. Pertanto è stato deciso di saggiare 
l’attività chitinolitica dei ceppi batterici impiegando chitina colloidale (Cfr. Par. 3.3.3 Screening 
dell’attività cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica pp.). 
 
A seguito dei risultati ottenuti dai tre test di caratterizzazione (Tab. 17) sono stati scelti i seguenti 
batteri per effettuare le successive prove di biopulitura: UI5 Serratia ficaria, MCC-Z 
Flavobacterium sp., CONC12 Pseudomonas stutzeri, UI28 Bacillus cereus, UW28 Arthrobacter 
sp., UW11 Acinetobacter lwoffii e UI3 Bacillus cereus. Nonostante la presenza di ampie zone di 
idrolisi della CMC, è stato scelto di utilizzare anche il batterio H7 Chitinophaga sp. poichè ha 
mostrato una spiccata attività proteolitica e, soprattutto, chitinolitica. 
 
Tabella 17. Attività cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica dei ceppi batterici selezionati. 
(+ formazione di alone; - assenza di alone) 
Specie  
Codice 
Identificativo 
CMC Gelatina 
Chitina 
Colloidale 
Serratia ficaria UI5 - +/- + 
Bacillus circulans OSS25 - - - 
Bacillus pumilus DAN10 ++ ++ - 
Microbacterium esteraromaticum DAN5 - - - 
Bacillus subtilis OSS42 - - - 
Flavobacterium sp. MCC-Z - + + 
Pseudomonas stutzeri CONC12 - +/- + 
Lysobacter sp. TSNRS13 - - - 
Achromobacter xylosoxidans CONC18 - - - 
Arthrobacter nitroguajacolicus UT20 - - - 
Bacillus cereus UI28 - ++ + 
Arthrobacter sp. UW28 - +/- + 
Pantoea agglomerans PZ7 ++ ++ - 
Acinetobacter lwoffii UW11 - +/- + 
Mycobacterium sp. MCC-K - - - 
Chitinophaga sp. H7 ++ + + 
Bacillus cereus UI3 - + + 
 
Al fine di individuare dei ceppi in grado di agire sulle alterazioni cromatiche di natura melanica 
prodotte dal fungo A. pullulans, la selezione è proseguita andando a studiare specie batteriche, 
 111 
appartenenti agli Attinomiceti, descritte in letteratura per la produzione di enzimi ligninolitici 
(Mercer et al., 1996; Diamantidis et al., 2000; Ramachandran et al. 2000; Suzuki et al., 2003; 
Kiiskinen et al., 2004; Machczynski et al., 2004; Sharma et al., 2006; Niladevi, 2008; Madhavi et 
al., 2009; Desai et al., 2011; Le Roes-Hill et al., 2011; Imran et al., 2012). Sono stati scelti i ceppi: 
UR2 Streptomyces coelicolor, UW43 Streptomyces mauvecolor, UT8 Streptomyces spororaveus, 
OSS34 Streptomyces heteromorphus e TPID5 Nocardia alba. L’attività ligninolitica è stata valutata 
attraverso lo studio della capacità di decolorare quattro diversi coloranti azoici: Orange G, Congo 
Red, Amido Black ed Acido Tannico (Cfr. Par. 3.3.4 Prove di biopulitura pp. 70). Il test è stato 
eseguito anche per i seguenti white rot fungi: Ganoderma lucidum, Lentinula edodes e Trametes 
versicolor, quale controllo positivo. 
Tutti i ceppi selezionati sono stati anche sottoposti ai test dell’attività cellulosolitica, proteolitica e 
chitinolitica (Tab. 18). 
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Tabella 18. Attività ligninolitica, cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica dei ceppi batterici selezionati 
(+ formazione di alone; - assenza di alone). 
Specie  
Codice 
Identificativo 
CMC Gelatina 
Chitina 
Colloidale 
Orange G Congo Red 
Amido 
Black 
Acido 
Tannico 
Streptomyces coelicolor UR2 - + + + + + + 
Streptomyces mauvecolor UW43 - - - - + + - 
Streptomyces spororaveus UT8 - - - - + + - 
Streptomyces heteromorphus OSS34 - - - - + + - 
Nocardia alba TPID5 - - - - + + - 
Ganoderma lucidum white rot fungi No test + + - + 
Lentinula edodes white rot fungi No test + + - + 
Trametes versicolor white rot fungi No test + - + - 
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Combinando i risultati di tutte le prove effettuate, è stato deciso di impiegare solo il ceppo UR2 
Streptomyces coelicolor per trattamenti di biopulitura. Infatti questo batterio non presenta attività 
cellulosolitica, mentre mostra attività proteolitica e chitinolitica (Fig. 35-36).  
              
Figura 35. Test per l’attività cellulosolitica e proteolitica dello Streptomyces coelicolor (UR2). Il colorante Congo Red 
non evidenzia nessun alone di chiarificazione ad indicare che non sono avvenuti processi di idrolisi della CMC. Nel 
caso della gelatina, invece, sono ben visibili le zone di idrolisi manifestatesi sotto forma di aloni di chiarificazione 
grazie al colorante Amido Black. 
 
 
Figura 36. Test per l’attività chitinolitica: controllo dopo 7gg. Nel caso dello UR2 S. coelicolor sono ben visibili le 
zone di idrolisi della chitina colloidale manifestatesi sotto forma di aloni di chiarificazione. 
 
Inoltre i risultati ottenuti con i coloranti azoici mostrano che il batterio UR2 Streptomyces 
coelicolor è in grado di attuare una moderata azione degradativa nei confronti dei coloranti 
impiegati per la sperimentazione (Fig. 37). 
 114 
    
 
    
Figura 37. Test per l’attività ligninolitica. 
UR 2 Streptomyces coelicolor su piastre contenenti i coloranti azoici, dopo 7 giorni di incubazione: 
Orange G (a.), Congo Red (b.), Amido Black (c.) ed Acido Tannico (d.). La comparsa di aloni di decolorazione 
conferma la presenza di attività ligninolitica.  
 
Prove di biopulitura 
I batteri selezionati sono stati impiegati su campioni di carta Whatman, poiché più resistente 
rispetto alle carte Mezzofino e Perusia, inoculate con l’A. pullulans, in grado di produrre le macchie 
melaniche.  
 
I dati colorimetrici complessivi, ovvero i valori di differenza di colore prima e dopo i trattamenti 
con batteri di tutti i campioni di carta, sono stati utilizzati per effettuare un’analisi discriminante allo 
scopo di verificare in quale misura ogni ceppo batterico abbia influito sul risultato finale. 
Applicando l’Analisi Fattoriale Discriminante ai parametri colorimetrici ∆L e ∆a ed utilizzando 
come criterio di raggruppamento i ceppi batterici impiegati, emerge una bassa significatività della 
a. b. 
c. d. 
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classificazione, ovvero i gruppi risultano sovrapposti nella maggior parte dei trattamenti impiegati 
indicando una bassa “forza” delle categorie individuate a priori per l’analisi e, quindi, la creazione 
di un modello di classificazione debole, incapace di distinguere nella massa dei campioni quelli 
trattati in un modo piuttosto che in un altro. Infatti i dati raggruppati in base ai ceppi batterici sono 
più o meno tutti sovrapposti anche se fanno eccezione, però, i raggruppamenti relativi ai trattamenti 
con H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor (Graf. 11). 
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Grafico 11. Analisi fattoriale discriminante (DFA) effettuata utilizzando come criterio di raggruppamento i differenti 
ceppi batterici (F1= ∆L e F2= ∆a). Valori medi di 5 repliche. 
♦ CONC12 Pseudomonas stutzeri; ♦ H7 Chitinophaga sp.; ♦ MCC-Z Flavobacterium sp.; 
♦ UR2 Streptomyces coelicolor; ♦ UI28 Bacillus cereus; ♦ UI3 Bacillus cereus; 
♦ UI5 Serratia ficaria; ♦ UW11 Acinetobacter lwoffii; ♦ UW28 Arthrobacter sp.. 
 
Questo dato si apprezza in maniera ancora più marcata se si considera il grafico che riporta solo i 
baricentri dei gruppi (Graf. 12). I raggruppamenti dei campioni trattati con Chitinophaga sp. (H7) e 
S. coelicolor (UR2) sono classificati a posteriori dal modello dell’analisi discriminante 
rispettivamente al 50,00% e al 33,33% e ciò porta ad una separazione dei gruppi.  
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Grafico 12. Analisi fattoriale discriminante (DFA): 
baricentri dei raggruppamenti eseguiti secondo i trattamenti con batteri. 
 
Dall’ANOVA effettuata sui valori di variazione “globale” di colore (∆E) prima e dopo i trattamenti 
batterici su tutti i campioni di carta emergono differenze statisticamente significative fra l’impiego 
di H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor e l’impiego di tutti gli altri batteri utilizzati (Tab. 19-
20).  
 
Tabella 19. Analisi ANOVA eseguita sui valori della variazione “globale” di colore (∆E) 
dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Fonte GDL 
Somma dei 
Quadrati 
Media dei 
Quadrati 
F Pr > F 
 
Variabile ∆E 
 
Modello 
Errore 
Totale Corretto 
    8 
153 
161 
303,005 
878,349 
1181,353 
37,876 
   5,741 
6,598 < 0,0001 
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Tabella 20. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori della variazione “globale” di colore (∆E) 
dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05.  
Categoria Media – ∆E Gruppi 
H7 Chitinophaga sp.  6,38 A 
UR2 S. coelicolor 5,24 A    B 
UW28 3,33        B    C 
UI28 3,06        B    C 
MCC-Z 3,05        B    C 
UI5 2,92        B    C 
UW11 2,66               C 
CONC12 2,09 C 
UI3 2,05  C 
 
Il valore più elevato di variazione globale del colore ∆E è stato ottenuto con H7 Chitinophaga sp. 
seguito da UR2 S. coelicolor rispetto all’applicazione degli altri batteri (Graf.13).  
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Grafico 13. Analisi ANOVA della variazione “globale” di colore (∆E) tra i campioni non trattati e trattati con i batteri. 
I valori rappresentano la media di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media.  
Le differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
L’analisi ANOVA mette in evidenza che le variazioni di ∆L relative sempre ad H7 Chitinophaga 
sp. ed UR2 S. coelicolor sono negative (Graf. 14), mentre i risultati ottenuti dal test Tukey’s HSD 
confermano che tutte le differenze sono statisticamente significative (Tab. 21-22). 
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Grafico 14. Analisi ANOVA della variazione di luminosità (∆L) dei campioni non trattati e trattati con i batteri. I valori 
rappresentano la media di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media. Differenti lettere 
sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 21. Analisi ANOVA eseguita sui valori di luminosità (∆L) dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Fonte GDL 
Somma dei 
Quadrati 
Media dei 
Quadrati 
F Pr > F 
 
Variabile ∆L 
 
Modello 
Errore 
Totale Corretto 
    8 
153 
161 
  626,694 
1697,475 
2324,169 
  78,337 
  11,095 
7,061 < 0,0001 
 
 
 
Tabella 22. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di luminosità (∆L) dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media – ∆L Gruppi 
CONC12  1,33 A 
UW28  1,01 A 
UW11  0,60 A 
UI3 -0,09 A 
MCC-Z -0,86 A     B 
UI5 -1,77 A     B    C 
UI28 -2,00 A     B    C 
UR2 S. coelicolor -4,00         B   C 
H7 Chitinophaga sp.  -4,40          C 
 
Nessun cambiamento sostanziale, invece, è stato riscontrato per il grado di verde (∆a), come 
confermato anche dall’analisi ANOVA e dal test Tukey’s HSD eseguiti sui campioni non trattati e 
trattati con i batteri che non restituisce differenze staticamente significative sulla base dei dati di 
colore ottenuti dalle misurazioni (Graf. 15) (Tab. 23-24). 
    A 
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 A 
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Grafico 15. Analisi ANOVA della variazione del parametro a – passaggio verde/magenta- (∆a) dei campioni non 
trattati e trattati con i batteri.Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media.  
Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 23. Analisi ANOVA eseguita sui valori di a – passaggio verde/magenta (∆a) 
dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Fonte GDL 
Somma dei 
Quadrati 
Media dei 
Quadrati 
F Pr > F 
 
Variabile ∆a 
 
Modello 
Errore 
Totale Corretto 
    8 
153 
161 
    4,659 
108,129 
112,788 
0,582 
0,707 
0,824 < 0,583 
 
 
 
Tabella 24. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori della variazione di a – passaggio verde/magenta (∆a) dei campioni 
non trattati e trattati con i batteri. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media – ∆a Gruppi 
UI3 1,28 A 
UR2 S. coelicolor 0,90 A 
UI5 0,86 A 
CONC12 0,85 A 
UW28 0,82 A 
UI28 0,81 A 
H7 Chitinophaga sp.  0,80 A 
MCC-Z 0,69 A 
UW11 0,65 A 
 
Infine, osservando il grafico 16 che riporta le medie dei valori della variazione del grado di giallo 
(∆b), è possibile notare un cambiamento importante a seguito dell’applicazione di UR2 S. 
coelicolor poiché i valori di b si spostano verso il colore blu e ciò è messo in evidenza anche 
dall’ANOVA e dal test Tukey’s HSD (Tab. 25-26). 
 A 
 A    A A 
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Grafico 16. Analisi ANOVA della variazione del parametro b - passaggio giallo/blu - (∆b) dei campioni non trattati e 
trattati con i batteri. Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media.  
Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 25. Analisi ANOVA eseguita sui valori di b – passaggio giallo/blu (∆b) 
dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Fonte GDL 
Somma dei 
Quadrati 
Media dei 
Quadrati 
F Pr > F 
 
Variabile ∆b 
 
Modello 
Errore 
Totale Corretto 
    8 
153 
161 
141,932 
171,557 
313,489 
17,741 
  1,121 
15,822 < 0,0001 
 
 
 
Tabella 26. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori della variazione di b – passaggio giallo/blu (∆b) dei campioni non 
trattati e trattati con i batteri. Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media – ∆b Gruppi 
UI5 0,57 A 
UI3 0,44 A 
UW28 0,37 A 
UW11 0,33 A 
MCC-Z 0,19 A 
CONC12 0,09 A 
H7 Chitinophaga sp.  0,05 A 
UI28 -0,13 A 
UR2 S. coelicolor -2,67 B 
 
Alla luce dei risultati ottenuti i campioni di carta sono stati osservati ad occhio nudo e ciò ha 
consentito di rilevare cambiamenti importanti delle macchie indotte dall’applicazione dei 
trattamenti batterici maggiormente efficaci: Chitinophaga sp. (H7) e S. coelicolor (UR2) (Fig. 38-
39). 
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Figura 38. A. pullulans su Whatman prima (a.) e dopo (b.) il trattamento 
con il batterio H7 Chitinophaga sp. per 48h e 7gg. 
 
 
      
      
Figura 60. A. pullulans su Whatman prima (a.) e dopo (b.) il trattamento 
con il batterio UR2 S. coelicolor per 24h e 48h. 
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b. 
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Successivamente sono stati eseguiti il test t-Student e l’analisi ANOVA sui dati colorimetrici 
complessivi relativi ai ceppi Chitinophaga sp. (H7) e S. coelicolor (UR2) al fine di verificare in 
quale misura la vitalità dell’A. pullulans, il lavaggio effettuato dopo l’applicazione dei batteri ed i 
tempi di posa abbiamo influito sul risultato finale. 
 
Nel caso di H7 Chitinophaga sp. il test t-Student evidenzia una differenza statisticamente 
significativa tra l’applicazione del trattamento sui campioni con fungo vivo (v) e morto (m). La 
differenza di luminosità (∆L) risulta maggiore per i campioni con fungo vitale così come la 
variazione globale di colore (∆E)  (Graf. 17) (Tab. 27). 
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Grafico 17. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: fungo vivo (v) 
e fungo morto (m). Valori medi di 5 repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media.  
 
Tabella 27. Test t-Student dei valori di ∆L e ∆E dei campioni di carta con fungo vivo (v) e fungo morto (m). 
Il test indica una differenza statisticamente significativa per ∆L e ∆E. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆L). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -13,877; -10,378 [. 
Differenza  -12,128 
t (Valore Osservato)  -14,088 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  < 0,0001  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
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Test t per due campioni indipendenti (∆E). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] 6,643; 9,799 [. 
Differenza  8,221 
t (Valore Osservato)  10,589 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  < 0,0001  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
 
Il test Tukey’s HSD effettuato sui valori della variazione del grado di verde (∆a) e giallo (∆b), 
invece, ha restituito una differenza statisticamente significativa solo nel secondo caso. In effetti il 
cambiamento di colore avvenuto lungo l’asse giallo/blu risulta maggiore per i campioni con fungo 
vitale (Graf. 18) (Tab. 28). 
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Grafico 18. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: fungo vivo (v) 
e fungo morto (m). Valori medi di 5 repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media.  
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Tabella 28. Test t-Student dei valori di ∆a e ∆b dei campioni di carta con fungo vivo (v) e fungo morto (m). 
Il test indica una differenza statisticamente significativa solo per ∆b. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆a). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -0,338; 0,087 [. 
Differenza  -0,126 
t (Valore Osservato)  -1,201 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  0,238  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆b). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -2,439; -1,839 [. 
Differenza  -2,139 
t (Valore Osservato)  -14,475 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  < 0,0001  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
 
 
Non vi è, invece, nessuna differenza apprezzabile tra i campioni di carta sottoposti a lavaggio 
(H2O+Tween 40 per 30 minuti + risciacquo in acqua sterile) e quelli che non hanno subito il 
lavaggio (Graf. 19) (Tab. 29). 
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Grafico 19. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: 
campioni di carta non sottoposti a lavaggio (nl) e campioni di carta sottoposti a lavaggio (l). 
Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla media. Differenti lettere sulle barre 
dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 29. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di ∆a, ∆b, ∆L e ∆E 
dei campioni di carta non sottoposti a lavaggio (nl) e campioni di carta sottoposti a lavaggio (l). 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media - ∆a Gruppi  Categoria Media - ∆b Gruppi 
nl  0,80 A  nl 0,05 A 
l  0,82 A  l  -0,38 A 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
nl -4,40 A  nl 6,38 A 
l -4,66 A  l 6,38 A 
 
La stessa scarsa differenza emerge anche dai risultati relativi ai diversi tempi di posa a cui sono stati 
sottoposti i campioni di carta trattati con il batterio H7 Chitinophaga sp.. Il confronto effettuato sui 
dati ottenuti dal trattamento dopo 24h, 48h e 7gg non mostra differenze statisticamente significative 
come dimostrano il test di t-Student e l’analisi ANOVA (Graf. 20) (Tab. 30). 
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Grafico 20. Analisi ANOVA della Variazione di colore in base al tempo di posa: 24h, 48h e 7gg. Valori medi di 5 
repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media. 
Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 sulla base 
del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 30. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di ∆a, ∆b, ∆L e ∆E in base ai tempi di posa - 24h, 48h e 7gg. 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media - ∆a Gruppi  Categoria Media - ∆b Gruppi 
24h 0,75 A  24h -0,41 A 
48h 0,87 A  48h 0,13 A 
7gg 0,82 A  7gg -0,20 A 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
24h -2,808 A  24h 5,484 A 
48h -6,798 A  48h 7,679 A 
7gg -3,990 A  7gg 6,670 A 
 
Si può però osservare come la differenza di luminosità (∆L), sempre negativa, risulta maggiore per 
il tempo di posa 48h rispetto a 24h e 7gg.  
 
Analogo è il caso relativo all’applicazione del batterio UR2 S. coelicolor, dove il test t-Student ha 
evidenziato delle differenze statisticamente significative in riferimento ai dati ottenuti per i 
campioni con fungo vivo (v) e morto (m). I risultati ottenuti evidenziano una differenza di 
luminosità (∆L) e di variazione globale di colore (∆E) maggiore per i campioni con fungo vitale 
(Graf. 21) (Tab. 31). 
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Grafico 21. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: fungo vivo (v) 
e fungo morto (m). Valori medi di 5 repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media.  
 
Tabella 31. Test t-Student dei valori di ∆L e ∆E dei campioni di carta con fungo vivo (v) e fungo morto (m). 
Il test indica una differenza statisticamente significativa per ∆L e ∆E. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆L). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -2,412; -0,971 [. 
Differenza  -1,692 
t (Valore Osservato)  -4,774 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  < 0,0001  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆E). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] 0,171; 2,971 [. 
Differenza  1,571 
t (Valore Osservato)  2,280 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  0,029  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
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I trattamenti eseguiti con il batterio UR2 S. coelicolor sui campioni con fungo vitale e non, invece, 
non hanno determinato nessun cambiamento sostanziale del grado di verde (∆a) e di giallo (∆b) 
delle macchie di A. pullulans (Graf. 22) (Tab. 32). 
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Grafico 22. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: fungo vivo (v) 
e fungo morto (m).Valori medi di 5 repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media.  
 
Tabella 32. Test t-Student dei valori di ∆a e ∆b dei campioni di carta con fungo vivo (v) e fungo morto (m). 
Il test non indica una differenza statisticamente significativa né per ∆a né per ∆b. 
 
Test t per due campioni indipendenti (∆a). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -0,851; 0,009 [. 
Differenza  -0,421 
t (Valore Osservato)  -1,989 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  0,055 
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
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Test t per due campioni indipendenti (∆b). 
Intervallo di confidenza per la differenza tra medie al 95%: ] -1,820; 1,369 [. 
Differenza  -0,226 
t (Valore Osservato)  -0,288 
t (Valore Critico)  2,032 
GDL  34 
p-value (bilaterale)  0,775  
alfa  0,05  
Il numero di gradi di libertà è calcolato utilizzando la formula di Welch-Satterthwaite. 
Il valore t critico è calcolato utilizzando l’approssimazione di Cochran-Cox. 
 
Analizzando i risultati relativi alle variazioni di colore tra i campioni di carta non sottoposti (nl) e 
sottoposti (l)  a lavaggio (Graf. 23) (Tab. 33) si evince che solo nel caso della variazione del grado 
di verde (∆a) c’è una differenza statisticamente significativa.  
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Grafico 23. Test t-student eseguito sulle variazioni di colore in base alla tipologia del campione di carta: campioni di 
carta non sottoposti a lavaggio (nl) e campioni di carta sottoposti a lavaggio (l).Valori medi di 5 repliche. Le barre di 
errore indicano la deviazione standard dalla media. 
Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 sulla base 
del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 33. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di ∆a, ∆b, ∆L e ∆E 
dei campioni di carta non sottoposti a lavaggio (nl) e campioni di carta sottoposti a lavaggio (l). 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media - ∆a Gruppi  Categoria Media - ∆b Gruppi 
nl 0,90 A  nl -2,67 A 
l 0,09 B  l -2,34 A 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
nl -4,00 A  nl 5,23 A 
l -3,27 A  l 4,25 A 
     B 
    A      A     A 
A A 
     A 
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Infine il test t-Student, così come l’analisi ANOVA, effettuato sui dati colorimetrici confrontando i 
diversi tempi di posa, restituisce differenze statisticamente significative. Il confronto effettuato sui 
dati ottenuti dal trattamento a 24h, 48h e 7gg è di seguito riportato (Graf. 24) (Tab. 34). 
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Grafico 24. Analisi ANOVA della variazione di colore in base ai tempi di posa: 24h, 48h e 7gg. Valori medi di 5 
repliche. Le barre di errore indicano la deviazione standard dalla media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma 
indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Tabella 34. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di ∆a, ∆b, ∆L e ∆E in base ai tempi di posa - 24h, 48h e 7gg. 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05. 
Categoria Media - ∆a Gruppi  Categoria Media - ∆b Gruppi 
24h 0,21 A  24h -1,27 B 
48h 0,69 A  48h -0,55 A 
7gg 0,59 A  7gg -5,69             C 
 
Categoria Media - ∆L Gruppi  Categoria Media - ∆E Gruppi 
24h -3,78 A   B  24h 4,02 B 
48h -2,64 A  48h 2,91 B 
7gg -4,48 B  7gg 7,31 A 
 
La differenza di luminosità definita dal ∆L risulta minore per il tempo di posa 48h rispetto a 24h e 
7gg.  
 
I campioni di carta trattati con H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor sono stati osservati al SEM 
per valutare eventuali cambiamenti micromorfologici del micelio fungino a seguito 
dell’applicazione dei batteri. Dalle immagini ottenute si nota come, a seguito dei trattamenti con i 
due batteri, la densità del micelio fungino sulla superficie dei campioni cartacei sia diminuita 
nonostante sia ancora ben visibile la presenza di conidi che restano fra le fibre di carta anche dopo i 
trattamenti (Fig. 39÷44). 
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Figura 39. A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio H7 Chitinophaga sp. applicato per 24h (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 40.  A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio H7 Chitinophaga sp. applicato per 48h (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 41. A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio H7 Chitinophaga sp. applicato per 7gg (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 42 A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio UR2 Streptomyces coelicolor applicato per 24h (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
b. 
a. 
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Figura 43.  A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio UR2 Streptomyces coelicolor applicato per 48h (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
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Figura 44. A. pullulans inoculato su carta Whatman prima (a.) e dopo (b.) 
il trattamento con il batterio UR2 Streptomyces coelicolor applicato per 7gg (1000x).  
 
 
 
 
 
 
 
a. 
b. 
 137 
La microanalisi, effettuata sui campioni di carta dopo i trattamenti con batteri, ha messo in evidenza 
alcune modificazioni nella loro composizione elementale (Tab. 35). 
 
Tabella 35. Composizione chimica elementale (ppm) dei campioni. 
I valori sono relativi a tutti i campioni di carta inoculati con A. pullulans non trattati (nt_F) e trattati con  H7 
Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor. Valori medi di 9 repliche ± deviazione standard. 
nt_F H7 Chitinophaga sp. UR2 S. coelicolor  
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
Media 
Deviazione 
Standard 
Mg --- --- 1285,8 176,0 640,8 108,3 
K --- --- 471,7 92,4 2054,7 296,2 
P 2288,7 143,2 1854,3 237,9 4372,2 363,5 
S 3856,5 126,9 1731,5 174,5 4176,1 249,4 
Ca 5366,0 178,7 3108,7 442,2 7800,4 666,0 
Na --- --- 254,2 86,7 156,5 52,6 
Cl --- --- --- --- 31,6 18,9 
 
A seguito del trattamento con H7 Chitinophaga sp., si può notare una sensibile riduzione di fosforo 
(P) e zolfo (S), legata alla presenza di sostanza organica; mentre nel caso dell’applicazione di UR2 
S. coelicolor si verifica un andamento inverso poiché il trattamento fa aumentare i valori originari di 
entrambi i microelementi. E’ possibile notare, inoltre, la comparsa di elementi chimici non presenti 
nei campioni di carta inoculati con l’A. pullulans, quali magnesio (Mg), potassio (K) e sodio (Na) 
per entrambi i trattamenti batterici. Dopo l’applicazione di UR2 S. coelicolor è stato riscontrata 
anche la comparsa del cloro (Cl). 
 
Durante la sperimentazione, inoltre, è stato monitorato il pH dei campioni di carta. Dall’istogramma 
realizzato mediante l’elaborazione dei valori medi di pH delle carte trattate e non trattate si evince 
che, rispetto alle carte inoculate con l’A. pullulans e non sottoposte a trattamenti con batteri, tutte le 
carte trattate con H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor hanno presentato una diminuzione del 
valore di pH (Graf. 25). 
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Grafico 25. Analisi ANOVA della variazione dei valori di pH dei campioni di carta non trattati (nt_F), trattati con H7 
Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor. Valori medi di 5 repliche. Le barre d’errore indicano le deviazioni standard dalla 
media. Differenti lettere sulle barre dell’istogramma indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05 
sulla base del post-hoc test Tukey’s HSD. 
 
Nell’istogramma si può notare come il valore medio del pH si abbassi in modo statisticamente 
significativo passando dal campione non trattato ai campioni trattati con i due batteri. I risultati sono 
stati confermati dall’analisi ANOVA e dal test Tukey’s HSD che ha evidenziato raggruppamenti 
statisticamente significativi (Tab. 36-37). 
 
Tabella 36. Analisi ANOVA eseguita sui valori di pH dei campioni non trattati e trattati con i batteri. 
Fonte GDL 
Somma dei 
Quadrati 
Media dei 
Quadrati 
F Pr > F 
 
Variabile pH 
 
Modello 
Errore 
Totale Corretto 
  2 
72 
74 
2,726 
4,028 
6,753 
1,363 
0,056 
24,362 < 0,0001 
 
 
 
Tabella 37. Valori medi di 5 repliche. Test Tukey’s HSD eseguito sui valori di pH: 
campioni inoculati con A. pullulans non trattati (nt_F) e trattati con H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor. 
Differenti lettere indicano una differenza statisticamente significativa per p<0,05.  
Categoria Media – pH Gruppi 
nt_F 6,2 A 
UR2 S. coelicolor 5,4 B 
H7 Chitinophaga sp.  5,2 C 
 
 poi al fine di verificare in quale misura la vitalità dell’A. pullulans, il lavaggio effettuato dopo 
l’applicazione dei batteri ed i tempi di posa abbiamo influito sulla variazione del valore iniziale .  
    A 
   B 
      C 
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Dai test t-Student e le analisi ANOVA eseguiti sui dati di pH relativi ai batteri H7 Chitinophaga sp. 
ed UR2 S. coelicolor, è stato osservato che tutti i valori medi di pH dei campioni di carta inoculati 
con l’A. pullulans e sottoposti a biopulitura presentano un andamento molto simile poiché 
comportano un abbassamento del valore di pH delle carte di circa un punto, a seconda del 
trattamento applicato (Tab. 38). 
 
Tabella 38. Valori medi di pH (5 repliche) dopo il trattamento con H7 Chitinophaga sp. ed UR2 S. coelicolor. 
I dati di pH sono suddivisi in base alle diverse categorie dei campioni di carta: nt_F = campione inoculato con A. 
pullulans e non trattato; vivo = campione inoculato con A. pullulans e trattato; morto = campione inoculato con A. 
pullulans, sterilizzato e trattato; nl = campione inoculato con A. pullulans, trattato e non sottoposto a lavaggio; 
l = campione inoculato con A. pullulans, trattato e sottoposto a lavaggio; 24h = campione inoculato con A. pullulans e 
trattato per 24h; 48h = campione inoculato con A. pullulans e trattato per 48h; 7gg = campione inoculato con A. 
pullulans e trattato per 7gg. 
Categorie 
H7 Chitinophaga sp. 
nt_F vivo morto nl l 24h 48h 7gg 
pH 6,2 5,3 5,1 5,3 5,1 5,3 5,3 5,1 
 
Categorie 
UR2 S. coelicolor 
nt_F vivo morto nl l 24h 48h 7gg 
pH 6,2 5,4 5,3 5,6 5,2 5,3 5,5 5,3 
 
Partendo da un valore medio di pH 6,2 dei campioni cartacei inoculati con il fungo melanico, si 
passa ad un range di valori medi di pH pari a 5,1÷5,3 nel caso dell’applicazione del batterio H7 
Chitinophaga sp. ed a 5,2÷5,6 nel caso dell’applicazione del batterio UR2 S. coelicolor. Entrambi i 
trattamenti batterici, quindi, comportano un lieve aumento del pH che diventa leggermente acido, 
minando così la stabilità chimica della carta a seguito dell’instaurarsi dei processi di idrolisi. 
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5. DISCUSSIONE 
Nel presente Progetto di Dottorato è stato sviluppato un metodo non invasivo di pulitura dei 
materiali archivistici e librari affetti da alterazioni cromatiche deturpanti provocate dai pigmenti 
fungini o dalle strutture pigmentate degli stessi microrganismi che rimangono adesi ai materiali. Lo 
studio si è articolato nell’applicazione su carte macchiate da funghi di trattamenti localizzati, basati 
sull’attività di miscele enzimatiche e di batteri con specifiche attività degradative.  
Le tecniche attualmente adottate nel restauro per smacchiare e pulire i documenti dagli attacchi dei 
funghi sono di tipo chimico o meccanico, spesso aggressive o poco efficaci. Pertanto mettere a 
punto un sistema innovativo, rispettoso dei materiali ed economico, che risolva questo problema, 
rappresenta un obiettivo importante, che gli stessi restauratori chiedono al mondo della ricerca. La 
rimozione delle macchie fungine e del micelio stesso dalla carta rappresenta, quindi, un passaggio 
importante nelle operazioni di restauro e di conservazione poiché consente una migliore fruizione 
dell’opera d’arte e garantisce le condizioni igieniche idonee alla conservazione.  
Il primo aspetto importante della ricerca è consistito nel mettere a punto una tecnica che 
permettesse di riprodurre una serie di macchie fungine sui supporti cartacei con le caratteristiche 
desiderate e, soprattutto, riproducibili per forma ed effetto. Disporre, infatti, di un numero 
sufficiente di campioni standardizzati e con caratteri il più possibile vicini a quelli che si presentano 
naturalmente sui materiali è stata la prima condizione da soddisfare sperimentalmente.  
I funghi filamentosi sono responsabili di varie tipologie di danno alla carta, sia strutturale, ma più 
spesso cromatico, dovuto cioè alla produzione di macchie che possono presentare caratteristiche 
varie sia per forma che per colore. I pigmenti rilasciati nella carta dai funghi possono essere 
associati strutturalmente al micelio fungino (come ad esempio alcune melanine) od essere secreti e 
rilasciati nel substrato, che risulterà pertanto macchiato da sostanze chimiche più o meno solubili 
(flavonoidi, chinoni, carotenoidi, ecc.) (Florian, 2000). Nel corso dello studio si è cercato di 
considerare e, soprattutto, di controllare sperimentalmente tutte le principali variabili chimiche, 
fisiche e biologiche capaci di incidere sulle caratteristiche del sistema carta-fungo oggetto dello 
studio. Sono state utilizzate tre carte: Mezzofino, Perusia e Whatman, aventi caratteristiche 
chimico-fisiche diverse, al fine di valutare la variabilità dell’attacco fungino in base al substrato da 
colonizzare e le eventuali differenze nell’efficacia dei trattamenti di rimozione delle macchie. La 
carta Mezzofino è costituita in gran parte da pasta meccanica di legno, ma sono presenti anche 
alcune fibre di conifera (pasta semichimica); la carta Perusia è costituita da lino o canapa con 
aggiunta di cariche minerali, allo scopo di impartire e/o migliorare particolari caratteristiche del 
supporto, e mostra un buon grado di raffinazione; la carta Whatman è costituita esclusivamente da 
cellulosa pura e risulta essere la più resistente tra quelle selezionate grazie anche ad uno spessore 
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maggiore. Le carte sono state inoculate con tre specie fungine: Aureobasiudium pullulans, 
Aspergillus terreus ed Eurotium chevalieri, differenti per tipo di micelio e pigmentazione,  in modo 
tale da riprodurre delle “macchie-test” sulle quali sono stati applicati i trattamenti di biopulitura.  
La caratterizzazione preliminare delle carte e la successiva valutazione dell’efficacia delle prove di 
pulitura è stata effettuata mediante un approccio integrato che ha previsto l’imipego delle seguenti 
metodologie: la microscopia elettronica a scansione, per l’analisi della superficie dei campioni 
corredata dalla microanalisi, per la determinazione della composizione elementale della carta; 
l’analisi colorimetrica, che ha consentito di valutare in maniera oggettiva l’efficacia estetica dei 
metodi di biopulitura; le misurazioni del pH, che hanno permesso di monitorare costantemente le 
condizioni chimiche di lavoro in modo tale da determinare la nocività o meno dei trattamenti 
batterici nei confronti del materiale cartaceo. 
Grazie all’impiego della microscopia elettronica a scansione corredata da microanalisi, è stato 
possibile caratterizzare sia le carte tal quali (Mezzofino, Perusia e Whatman) sia gli effetti prodotti 
sui campioni cartacei a seguito dell’inoculo dei funghi (A. pullulans, A. terreus ed E. chevalieri) che 
ha prodotto effetti diversi a seconda delle caratteristiche della carta. E’ stato infatti osservato che lo 
stesso fungo è in grado sia di produrre macchie diverse (colore, forma e dimensione) che di riuscire 
o meno ad aderire e penetrare all’interno delle fibre in base alla tipologia di carta su cui è stato 
inoculato. L’A. pullulans è il fungo più invasivo poiché è in grado di penetrare all’interno delle fibre 
di carta producendo macchie melaniche che si concentrano nella zona dell’inoculo, su carta 
Mezzofino, o con bordo più scuro, su carta Perusia e Whatman, ben visibili anche sul recto dei 
diversi campioni cartacei a seguito della penetrazione delle ifee. Considerando, invece, i funghi A. 
terreus ed E. chevalieri, le macchie prodotte generalmente presentano una colorazione giallo-
marrone e le ifee fungine non sempre riescono a penetrare all’interno delle fibre.  
La capacità del micelio fungino di penetrare ed aderire al substrato non è ancora pienamente nota, 
ma alcuni studi hanno dimostrato il ruolo fondamentale giocato da alcune componenti della parete 
cellulare (Gareth Jones, 1994). Secondo Howard (Howard et al., 1989) la melanina non giocherebbe 
un ruolo fondamentale nell’adesione, ma, mantenendo un’alta concentrazione interna dei soluti e 
un’alta pressione idrostatica, assicurerebbe un’efficace penetrazione nel substrato stesso. I dati 
disponibili sugli adesivi fungini non sono molti nonostante tali informazioni siano fondamentali nel 
campo del restauro poiché, se si riuscisse a comprendere il modo in cui i funghi aderiscono al 
supporto, risulterebbe più semplice effettuare interventi atti alla loro rimozione. 
L’analisi elementale, condotta per mezzo dell’EDS, ha permesso di rilevare come la specie fungina 
che ha più influito da un punto di vista della distribuzione dei microelementi sulla struttura della 
carta sia stata l’A. terreus che ha anche avuto la capacità di traslocare l’elemento calcio. Questo 
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fungo, infatti, è stato in grado di produrre acidi organici trasformando il calcio, già presente come 
carbonato nella carta, in ossalati di calcio (Pinzari et al., 2010). Tale effetto è stato riscontrato solo 
sulla carta Perusia essendo l’unica ad avere calcio nella composizione di partenza.  
Le analisi di pH eseguite sui campioni di carta hanno, invece, evidenziato che le specie fungine 
utilizzate non sono in grado di apportare cambiamenti importanti dal momento che i valori 
rimangono in un range di neutralità. 
Le analisi colorimetriche hanno consentito di esprimere, in termini quantitativi, i parametri che 
definiscono il colore di tutte le “macchie test” al fine di valutare in maniera oggettiva le 
caratteristiche delle macchie. La diversità di partenza delle carte e le diverse specie fungine 
impiegate per l’inoculo hanno comportato un’elevata variabilità negli effetti su ciascuna di esse 
dello sviluppo fungino. Analizzando i risultati delle misure colorimetriche e, in particolare, 
considerando il valore di ∆L, ossia la variazione di luminosità tra la carta tal quale e la carta 
inoculata con il fungo, l’analisi ANOVA ha permesso di distinguere, per tutti i tipi di carta, le 
macchie prodotte dall’A. pullulans da quelle prodotte dagli altri due funghi l’A. terreus e l’E. 
chevalieri. Ciò è dovuto al  fatto che l’A. pullulans è l’unico dei tre funghi a produrre ife pigmentate 
e fortemente melaniche capaci di penetrare nelle fibre di cellulosa, colorandole con un meccanismo 
più invasivo. 
 
Il passo successivo ha previsto l’applicazione sulle “macchie-test” di diversi trattamenti enzimatici. 
La scelta è stata indirizzata verso tre classi di enzimi da impiegare singolarmente o in 
combinazione: lipasi e proteasi, per agire sia sulle ife fungine atte all’ancoraggio al supporto 
cartaceo provocandone il distacco (Florian, 2002; Caneva et al., 2005; De Mico et al., 2009; Tavzes 
et al., 2009; Rojas et al., 2009); chitinasi per agire sulla parete cellulare del fungo, costituita 
principalmente da chitina, liberando il pigmento ivi contenuto (Florian, 1995 e 2002; Caneva et al., 
2005).  
Da una prima osservazione ad occhio nudo è stato possibile notare che la macchia prodotta dai fungi 
A. terreus ed E. chevalieri dopo i trattamenti enzimatici migliora sensibilmente. Diverso è il caso 
relativo all’A. pullulans poiché la macchia melanica peggiora dopo i trattamenti enzimatici 
diventando più scura e spandendosi sul supporto cartaceo. La pulitura ha molto probabilmente 
indotto l’apertura delle ifee ed il conseguente rilascio fra le fibre di cellulosa del pigmento scuro, 
provocando un peggioramento dell’aspetto delle macchie originali. 
Le immagini ottenute al SEM mostrano nel caso dell’A. terreus e dell’E. chevalieri una forte 
riduzione della presenza di spore e micelio fungino sulla superficie dei campioni cartacei a seguito 
dei trattamenti enzimatici. Osservando le immagini dell’A. pullulans, invece, è stato possibile notare 
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la massiccia presenza di conidi e di ife fungine fra le fibre di carta anche dopo i trattamenti 
enzimatici: ciò a testimonianza che il fungo è saldamente ancorato al substrato e, quindi, difficile da 
eliminare. 
La microanalisi eseguita sui campioni di carta dopo i trattamenti enzimatici, ha messo in evidenza 
alcune modificazioni nella loro composizione elementale. In generale si può notare l’aumento del 
fosforo (P), probabilmente dovuto al tampone fosfato utilizzato per sciogliere gli enzimi, tampone 
che è risultato rimanere sui campioni dopo il trattamento e che pertanto dovrà essere sostituito da 
una soluzione veicolante più facilmente eliminabile dopo i trattamenti. Inoltre è possibile 
riscontrare come la concentrazione di alluminio (Al), silice (Si), e calcio (Ca) aumenti sia dopo 
l’inoculo fungino che dopo il trattamento, mentre quella di magnesio (Mg) diminuisca. Importante è 
il valore relativo all’elemento potassio (K), assente nella composizione originaria delle carte, che 
aumenta sensibilmente sia prima che dopo i trattamenti enzimatici ad indicare che la biomassa 
fungina è ancora presente sulle carte. Anche lo zolfo (S), presente solo in traccia, aumenta a seguito 
dell’inoculo fungino, ma il valore rimane pressoché invariato dopo i trattamenti enzimatici. Infine, è 
stato riscontrato un forte aumento del cloro (Cl), inizialmente presente solo in traccia, nei campioni 
di carta a seguito dell’inoculo fungino, mentre il successivo trattamento di pulitura ha abbassato 
notevolmente la sua concentrazione. 
Esaminando i dati colorimetrici relativamente all’A. terreus ed all’E. chevalieri, si è misurato un 
incremento della variazione di luminosità (∆L) e della variazione globale di colore (∆E). In effetti 
sono i funghi la cui macchia presenta i miglioramenti estetici più apprezzabili, anche ad occhio 
nudo, dopo i trattamenti enzimatici. In entrambi i casi la differenza più marcata riguarda la 
variazione di luminosità (∆L) in base alla quale la carta Perusia presenta valori significativamente 
molto più elevati rispetto alle altre due carte. A ciò si affianca, sempre in Perusia, un valore 
significativamente maggiore che nelle altre due carte del ∆E, ovvero la variazione globale di colore 
fra trattato e non trattato. Considerando che, prima del trattamento, la macchia prodotta dall’A. 
terreus e dall’E. chevalieri sulla carta Perusia presenta valori molto inferiori rispetto a quelli 
misurati nelle macchie prodotte dagli stessi funghi sulle altre due tipologie di carta, è possibile 
affermare che il risultato di pulitura migliore  sia stato ottenuto sulla Perusia. 
I risultati ottenuti dal trattamento enzimatico delle macchie prodotte dall’A. pullulans si discostano 
molto dai precedenti. Dopo i trattamenti enzimatici è stato misurato un cambiamento delle 
coordinate di colore verso valori negativi che indica uno scurimento delle macchie melaniche. La 
diminuzione nei valori della luminosità dopo il trattamenti con enzima chitinasi lascia pensare ad 
un’effettiva azione dell’enzima che sarebbe in grado di rompere le strutture la parete cellulare 
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fungina determinando il rilascio del pigmento melanico e provocando un peggioramento 
dell’aspetto delle macchie bruno-nerastre.  
Una differenza è emersa dai risultati relativi ai tempi di posa delle soluzioni enzimatiche sulle 
macchie dell’ A. pullulans: una variazione statisticamente significativa è stata riscontrata nella 
differenza di luminosità (∆L) che è risultata maggiore per i 30 minuti di posa rispetto ai 60 minuti. 
Aumentando il tempo di posa, infatti, è aumentato il tempo di azione dell’enzima che ha 
materialmente sciolto la parete cellulare fungina determinando nell’A. pullulans il rilascio, fra le 
fibre di cellulosa, del pigmento scuro, provocando paradossalmente un peggioramento dell’aspetto 
delle macchie.  
Il pH delle carte è stato monitorato durante tutta la sperimentazione. Un qualsiasi trattamento di 
pulitura o di restauro può, infatti, essere efficace nell’eliminare la macchia fungina dalla carta ma 
comportare un cambiamento del pH verso valori acidi che determinano un indebolimento delle fibre 
di cellulosa e ne rendono comunque sconsigliabile l’utilizzo, nonostante l’efficacia. Dopo i 
trattamenti, il valore di pH rimane entro valori neutrali, ben tollerati dalla carta. Infatti i trattamenti 
permettono alle carte di mantenere un pH compreso tra 6,0 e 7,5 grazie anche alla presenza del 
tampone con pH 7,0, utilizzato per veicolare le miscele enzimatiche sulle carte. Pertanto i 
trattamenti enzimatici testati nella sperimentazione non sembrano comportare a livello del pH di 
superficie effetti secondari nocivi per il substrato cartaceo. 
 
Nella seconda fase della sperimentazione è stata valutata la percorribilità di un diverso approccio 
per la rimozione delle macchie melaniche prodotte dall’ A. pullulans, che si basa sull’impiego di 
ceppi batterici vitali e sullo sfruttamento delle loro capacità degradative. 
Oggetto della selezione sono stati ceppi batterici appartenenti alla collezione ENEA-Lilith, ceppi 
ambientali isolati da siti archeologici o aree contaminate e caratterizzati, in precedenti lavori, per le 
loro proprietà biotecnologiche (Tasso et  al. 2008; Sprocati et al. 2006, 2008, 2009 e 2013). In 
generale, l’impiego di batteri vitali per la pulitura di opere d’arte prevede che tali microrganismi 
rispondano a dei prerequisiti necessari a garantire la non nocività per l’opera e l’operatore stesso 
che li impiegherà. A tale scopo sono stati esclusi dalla selezione ceppi patogeni e ceppi sporigeni. 
Un ulteriore requisito da soddisfare, nel caso dell’impiego dei microorganismi sul supporto 
cartaceo, è l’assenza di attività cellulosolitica, per escludere tutti quei batteri in grado di utilizzare i 
materiali cartacei come substrato. Soddisfatte queste condizioni, è stata operata una selezione di 
ceppi batterici che fossero capaci di rimuovere il materiale fungino o di degradare i pigmenti 
prodotti dai microfunghi nel corso del biodeterioramento della carta. 
La selezione dei candidati ideali per l’applicazione di biopulitura si è focalizzata sulla ricerca di due 
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caratteristiche: l’attività proteolitica, per individuare i batteri in grado di dissolvere le strutture che 
legano le ife fungine alle fibre di cellulosa, strutture che hanno perlopiù una composizione di natura 
proteica; l’attività chitinolitica, per verificare la capacità dei ceppi batterici di degradare la chitina, 
la componente strutturale essenziale della parete cellulare fungina, attraverso l’attività degli enzimi 
chitinolitici.  
A seguito dei risultati ottenuti sono stati scelti i seguenti batteri: UW11 Acinetobacter lwoffii, 
UW28 Arthrobacter sp., UI3 Bacillus cereus, UI28 Bacillus cereus, MCC-Z Flavobacterium sp., 
CONC12 Pseudomonas stutzeri, UI5 Serratia ficaria e H7 Chitinophaga sp..  
Considerati i risultati ottenuti a seguito del trattamento enzimatico delle macchie melaniche, ovvero 
l’espansione della macchia probabilemnte dovuta alla liberazione della melanina dalle ifee fungine, 
l’attenzione è stata rivolta verso la ricerca di ceppi batterici capaci di degradare la melanina. Lo 
studio delle fonti bibliografiche (Diamantidis et al., 2000; Ramachandran et al. 2000; Suzuki et al., 
2003; Kiiskinen et al., 2004; Machczynski et al., 2004; Sharma et al., 2006; Niladevi, 2008; 
Madhavi et al., 2009; Desai et al., 2011; Le Roes-Hill et al., 2011; Imran et al., 2012) ha consentito 
di individuare alcuni ceppi batterici aventi caratteristiche e potenzialità simili a quelle riscontrate 
nei white rot fungi, ovvero complessi enzimatici in grado di attuare un processo di degradazione nei 
confronti delle melanine: Streptomyces mauvecolor (UW43), Streptomyces spororaveus (UT8), 
Streptomyces heteromorphus (OSS34), Nocardia alba (TPID5) e Streptomyces coelicolor (UR2). I 
ceppi batterici selezionati per la sperimentazione sono stati saggiati sia per verificare la loro attività 
cellulosolitica, proteolitica e chitinolitica sia per determinare la produzione di enzimi ligninolitici 
analizzando la capacità dei batteri di decolorare quattro diversi coloranti azoici: Orange G, Congo 
Red, Amido Black ed Acido Tannico (Selvam, 2003). Combinando i risultati ottenuti dai test 
effettuati, è stato possibile selezionare il ceppo UR2 Streptomyces coelicolor,  che esprime una forte 
attività chitinolitica ed una buona capacità di decolorazione. 
La sperimentazione è proseguita utilizzando come provini dei campioni di carta Whatman per la 
maggiore resistenza di questo supporto rispetto alla carta Mezzofino e Perusia ed applicando 
singolarmente i nove ceppi batterici inglobati in una matrice di agar.  
Come nel caso dei trattamenti enzimatici, da una prima osservazione ad occhio nudo è stato 
possibile notare che la macchia prodotta dal fungo melanico A. pullulans sulla carta Whatman 
peggiora sensibilmente dopo i trattamenti con i batteri. Il risultato dell’applicazione è una macchia 
più scura di quella originale probabilmente a causa del rilascio, fra le fibre di cellulosa, del 
pigmento scuro che porta ad un sensibile peggioramento del danno cromatico iniziale. 
I dati colorimetrici sono stati utilizzati per verificare in quale misura ogni ceppo batterico abbia 
influito sul risultato finale. Applicando la DFA, ed utilizzando come criterio di raggruppamento i 
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differenti trattamenti con batteri, sono emerse indicazioni importanti sulle specie batteriche che 
hanno maggiormente influito sui cambiamenti di colore delle macchie. Una riduzione significativa 
della luminosità (∆L) è stata ottenuta dopo il trattamento delle macchie con H7 Chitinophaga sp. e 
UR2 S. coelicolor.  
Allo scopo di riprodurre in laboratorio le condizioni in cui vengono a trovarsi i materiali cartacei 
sottoposti a deterioramento ad opera dei microrganismi  le prove di pulitura sono state effettuate su 
campioni di carta “vivi”, cioè inoculati con il fungo, e “morti”, ovvero campioni inoculati e 
sottoposti a sterilizzazione in autoclave, al fine di uccidere l’A. pullulans. In questo modo è stato 
simulato sia il caso di una infestazione fungina in atto che di una contaminazione pregressa e non 
più attiva. Dall’analisi ANOVA e dal test t-Student eseguiti sui trattamenti batterici con H7 
Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor, sono emerse complessivamente differenze significative 
considerando le categorie dei campioni “vivi” e “morti”. I risultati ottenuti evidenziano una 
differenza di luminosità (∆L) e di variazione globale di colore (∆E) più elevata per i campioni con 
fungo vitale ad indicare la capacità di continuare a produrre il pigmento melanico, nonostante 
l’applicazione dei trattamenti batterici.  
Metà dei campioni, sia “vivi” che “morti”, sono stati sottoposti a delle prove di lavaggio con un 
tensioattivo (Tween 40 all’1%) per eliminare sia eventuali depositi fungini superficiali sia possibili 
tracce del terreno utilizzato nel trattamento. Si è ricorso all’utilizzo del tensioattivo poiché agente 
emulsionante in grado di facilitare la rimozione del materiale superficiale. Non è stata riscontrata 
nessuna differenza apprezzabile tra i campioni di carta sottoposti e non a lavaggio dopo i trattamenti 
batterici. I risultati ottenuti fanno pensare che il tensioattivo utilizzato non sia stato in grado di 
rimuovere il materiale rilasciato a seguito dell’azione dei trattamenti di pulitura. 
Sono stati inoltre saggiati tre tempi di posa differenti: 24h, 48 h e 7gg. Il test t-Student, così come 
l’analisi ANOVA, effettuati sui dati colorimetrici confrontando i diversi tempi di posa, restituiscono 
differenze statisticamente significative solo nel caso dell’applicazione di UR2 S. coelicolor. 
L’aumento della luminosità verso valore negativi dopo 7gg di trattamento, potrebbe risiedere 
nell’effettiva azione dei UR2 S. coelicolor: aumentando il tempo di contatto tra il batterio ed il 
fungo, infatti, aumenta il tempo di azione dei complessi enzimatici del batterio che potrebbero 
materialmente rompere la parete cellulare fungina e determinare la liberazione del pigmento 
melanico del fungo A. pullulans provocando, così, una dispersione del colorante. 
I campioni di carta trattati con H7 Chitinophaga sp. e UR2 S. coelicolor sono stati osservati al SEM 
per valutare eventuali cambiamenti micro-morfologici del micelio fungino a seguito 
dell’applicazione dei batteri. Dalle immagini ottenute al microscopio elettronico a scansione si è 
notato come nonostante sia ancora visibile la presenza di conidi e micelio fra le fibre di carta, a 
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seguito dei trattamenti la densità del fungo sulla superficie dei campioni cartacei si è ridotta. 
L’eliminazione della pigmentazione dovuta al fungo non è stata di fatto ottenuta e, ad una 
osservazione ad occhio nudo dei campioni trattati, la macchia nera è ancora ben visibile.  
La microanalisi, effettuata sui campioni di carta dopo i trattamenti con batteri, ha messo in evidenza 
alcune modificazioni nella loro composizione elementale. A seguito del trattamento con H7 
Chitinophaga sp., è stata notata una sensibile riduzione di fosforo (P) e zolfo (S), legata alla 
presenza di sostanza organica ad indicare una diminuzione della biomassa fungina sui campioni di 
carta. Nel caso dell’applicazione di UR2 S. coelicolor si è verificato un andamento inverso poiché il 
trattamento ha fatto aumentare i valori originari di entrambi i microelementi. E’ stato possibile 
notare, inoltre, la comparsa di elementi chimici non presenti nei campioni di carta inoculati con l’A. 
pullulans, quali magnesio (Mg), potassio (K) e sodio (Na) per entrambi i trattamenti batterici. Dopo 
l’applicazione di UR2 S. coelicolor è stata riscontrata anche la comparsa del cloro (Cl). E’ possibile 
ipotizzare che le modificazioni della composizione elementale dei campioni di carta tal quali e 
sottoposti ai trattamenti di biopulitura siano dovute sia all’A. pullulans che ai batteri impiegati per la 
rimozione del materiale fungino e delle alterazioni cromatiche. 
Infine è stato monitorato il pH dei campioni di carta prima e dopo i trattamenti di pulitura. In 
entrambi i casi il valore di pH diventa leggermente acido minando così la stabilità chimica della 
carta a seguito dell’instaurarsi dei processi di idrolisi. Infatti l’acidità attacca e rompe sia i legami 
tra le molecole di glucosio che costituiscono le catene di cellulosa che i legami peptidici tra gli 
amminoacidi delle collature a base di gelatina comportando un accorciamento ed un indebolimento 
delle catene polimeriche e, conseguentemente, un infragilimento del materiale cartaceo. 
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6. CONCLUSIONI 
La sperimentazione svolta si pone in un contesto di ricerca innovativo, quello del Biorestauro, e  
rappresenta un primo passo nel campo della biopulitura dei materiali cartacei, passaggio essenziale 
nelle operazioni di restauro e di conservazione sia per permettere una migliore fruizione dell’opera 
sia per garantire le condizioni igieniche idonee alla conservazione. 
La prima parte dello studio, ovvero l’applicazione dei trattamenti enzimatici per la rimozione delle 
macchie fungine dalla carta, si pone come un approfondimento di una metodica di restauro 
attualmente impiegata sui supporti cartacei parallelamente alle tradizionali tecniche di restauro 
chimico-fisiche. La seconda parte della ricerca, che ha previsto l’impiego dei batteri come agenti di 
restauro, rappresenta invece il primo tentativo di pulitura dei materiali archivistici e librari affetti da 
alterazioni cromatiche fungine attraverso un approccio completamente biologico.  
Nel campo del restauro l’utilizzo degli enzimi è applicato già a partire dagli anni ‘70, 
principalmente per operazioni di pulitura e consolidamento delle opere d’arte. Una delle principali 
caratteristiche degli enzimi è quella di essere altamente specifici, cioè sono in grado di catalizzare 
una o al massimo pochi tipi di reazione con un substrato simile, rendendone sicuro l’utilizzo anche 
su materiali costituiti da più componenti. Quasi inesistenti, invece, risultano essere le fonti 
bibliografiche inerenti la capacità dei batteri di rimuovere sostanze organiche ed inorganiche dai 
beni archivistici e librari. Gli studi condotti finora hanno dimostrato che i processi di pulitura basati 
sull’impiego di microrganismi non presentano rischi se condotti in modo appropriato. Ciò prevede 
l’esclusione di microrganismi patogeni per l’uomo e l’ambiente e l’adozione di ceppi batterici non 
sporigeni, cioè incapaci di sopravvivere in forma di spora quiescente anche dopo lunghi intervalli di 
tempo. Inoltre l’impiego dei microrganismi, in alcuni casi, presenta dei vantaggi rispetto agli enzimi 
in particolare quando la sostanza organica da rimuovere è particolarmente complessa proprio come 
nel caso delle macchie melaniche di natura fungina. Infatti accade che gli enzimi, essendo 
programmati per attaccare determinati legami chimici, si trovano in difficoltà di fronte a molecole 
complesse che richiedono un pool di enzimi differenti, non necessariamente disponibili in 
commercio. In tale contesto i batteri sono in grado, per effetto di meccanismi d’induzione genica, di 
sintetizzare gli enzimi adatti alla degradazione del materiale con il quale si trovano a contatto, 
reagendo in modo “intelligente” alle condizioni ambientale circostanti. Quindi i batteri sono in 
grado di indurre processi più specifici degli enzimi e molto selettivi e, conseguentemente, non 
invasivi, agendo solo su composti bersaglio senza interagire con molecole diverse da quelle per cui 
sono impiegati. Oltre a ciò l’utilizzo dei batteri non richiede condizioni sperimentali restrittive, 
quali temperatura e pH, e risulta essere più economico rispetto sia agli enzimi che alle classiche 
metodologie poiché è possibile utilizzare microrganismi ambientali isolati da diverse matrici, come 
 149 
siti archeologici e terreni contaminati. Queste matrici rappresentano nicchie ecologiche dove i 
batteri, sottoposti a particolari pressioni ambientali, hanno sviluppato diverse vie metaboliche come 
risposte adattative. Tutti i batteri utilizzati in questa ricerca sono stati testati per la prima volta in 
trattamenti di biopulitura e sono stati specificamente selezionati tra numerosi ceppi ambientali della 
collezione ENEA-Lilith, isolati e caratterizzati per applicazioni biotecnologiche. 
Fondamentale per la diagnostica degli effetti dell’attività degli organismi sia deteriogeni che pulitori 
sul materiale cartaceo è stato l’approccio analitico integrato, basato sull’impiego di differenti 
tecniche fisiche, chimiche e biologiche, in grado di fornire informazioni diverse e spesso 
complementari.  
Nonostante la complessità del problema non abbia permesso di definire una nuova procedura, sono 
stati ottenuti dei risultati che rappresentano certamente un buon punto di partenza per lo sviluppo di 
un protocollo di biopulitura: 
- i trattamenti enzimatici basati sull’impiego di lipasi e proteasi hanno determinato una forte 
riduzione della presenza fungina con un sensibile miglioramento estetico dei campioni di carta 
inoculati con A. terreus ed E. chevalieri, visibile sia ad occhio nudo che mediante analisi 
colorimetriche;  
- l’azione dell’enzima chitinasi nei confronti del fungo A. pullulans ha determinato il rilascio, fra le 
fibre di cellulosa, del pigmento melanico causando probabilmente la rottura della parete cellulare 
fungina; 
- la selezione dei ceppi batterici ha permesso di individuare otto microorganismi (UI5 Serratia 
ficaria, MCC-Z Flavobacterium sp., CONC12 Pseudomonas stutzeri, UI28 Bacillus cereus, UW28 
Arthrobacter sp., UW11 Acinetobacter lwoffii, UI3 Bacillus cereus e H7 Chitinophaga sp.) che 
possiedono sia attività proteolitica, utile per rompere il legame tra il fungo ed il substrato cartaceo, 
sia attività chitinolitica, sfruttabile per degradare la chitina, componente strutturale fondamentale 
della parete cellulare fungina; ed il ceppo Streptomyces coelicolor (UR2), con capacità di 
decolorazione di diversi coloranti azoici, potenzialmente utile per la degradazione del pigmento 
melanico liberato a seguito della rottura delle cellule fungine;  
- i trattamenti batterici con i ceppi H7 Chitinophaga sp. e UR2  Streptomyces coelicolor hanno 
determinato un’importante diminuzione della presenza del fungo A. pullulans sulla superficie dei 
campioni cartacei ma, contestualmente, hanno causato uno scurimento delle macchie melaniche. 
Quest’ultimo risultato può essere considerato il punto di partenza per le future prove sperimentali.  
La melanina liberata nel supporto cartaceo e non più inclusa nelle ife fungine potrebbe risultare, 
infatti, più facilmente aggredibile da parte sia di altri ceppi microbici opportunamente selezionati 
che di ulteriori trattamenti enzimatici. 
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Un altro aspetto importante da sviluppare in futuro riguarda lo studio di microrganismi in grado di 
agire sui meccanismi di ancoraggio delle strutture fungine al supporto cartaceo in modo tale da 
rimuovere il fungo senza causare ulteriori danni all’opera d’arte a seguito del rilascio di melanina 
fra le fibre di cellulosa dovuto alla rottura della parete cellulare fungina a seguito dell’applicazione 
dei trattamenti batterici. 
Inoltre sarà fondamentale valutare un’adeguata tecnica di lavaggio del materiale cartaceo da 
effettuare al termine delle procedure di biopulitura. Queste operazioni sono di grande importanza in 
quanto dovranno garantire sia valori di pH neutrali, o comunque ben tollerati dalla carta, sia 
un’idonea ed efficace rimozione di residui organici, di enzimi e di cellule vive e morte dei 
microrganismi dai supporti a seguito dei trattamenti effettuati. 
Infine sarà opportuno stimare i possibili effetti nel tempo che i processi di biopulitura potranno 
avere sui campioni di carta mediante prove di invecchiamento accelerato.  
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